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 Abstract 
 
Introduction Increasing life expectancy leads to a rising number of degenerative heart 
valve diseases. In an advanced stage of the disease heart valve replacement ist the only 
curative therapy. Conventional heart valve prostheses are mechanical or biological. The 
main disadvantages of those prostheses are lack of growth potential, required  
anticoagulation in case of a mechanical valve or the limited durability of  a biological 
valve. Tissue engineered heart valves consist of autologous fibroblasts (FB) and 
endothelial cells (EC). Ideally combining growth, self-regeneration and no 
immunological response. A postoperative cell isolation from heart-lung machines (HLM) 
was established in a previous work. This method was further optimized for a more 
profitable cell harvest. Additionaly those cells were analyzed regarding their attributes 
and suitability for the engineering of autologous heart valve prosthesis and compared with 
vascular EC and FB as a control group. 
Methods For cell isolation 20 dual-chamber reservoirs of HLM were used 
postoperatively. After rinsing the filters of the heart-lung machine in the blood of the 
reservoir a mononuclear cell fraction could be seperated via density gradient 
centrifugation. The cell fraction was split and cultivated in either EC-GM (growth 
medium) or FB-GM. Additionaly fine pored filters from the HLM were cut up and 
cultivated in FB-GM. Cultivated cells were analyzed for rate of prolifertaion via WST 
assay (after 24 h, 48 h and 72 h). Additionaly cells were immunhistochemically examined 
for expression of EC markers (PECAM, vWF, VE-cadherin), FB markers (TE-7) as well 
as antibodies staining muscle tissue (SMC myosin, myosin heavy chain) and α-actin as 
cytoskeletal marker. Furthermore stem cell markers CD 45, CD 73, CD 90 and CD 105 
were analyzed by immunofluorescence. Ultimately 15 EC lines were cultivated while 
experiencing up to 20 dyn/cm2 unidirectional shear stress for 24 h. For comparison those 
cell lines were stained by immunofluorescence for VE-cadherin and Sir-actin. 
Results A total of 41 cell lines were obtained. 28 from cultivating the mononuclear cell 
fraction (15 cell lines cultured in EC-GM and 13 cell lines cultured in FB-GM) as well as 
13 cell lines from cultivation of filters in FB-GM. Concluding in a successful cell isolation 
in 17 out of 20 reservoirs of HLM. 
Measured via WST assay both cell types isolated from the HLM showed a higher 
proliferation than vascular EC and FB. By immunohistochemistry 23 cell lines showed 
expression of EC markers, 4 cell lines stained positive for FB markers and 14 cell lines 
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were positive for both type of markers. Stem cell staining was negative. EC cultured under 
shear stress showed a typical behavior. Alignement of the cells as well as the intracellular 
actin was observed to be in the direction of the flow. Additionally a higher proliferation 
rate and an increase of cell-cell contacts was shown. 
Summary With a successfull cell isolation in 17 out of 20 reservoirs, the HLM proved to 
be a reliable source for cell harvesting. It was also shown that these cells were suitable 
for tissue engineered heart valves. In particular, those cells had a higher proliferation rate 
compared to cells from vascular origin thus having a smaller time span to serve the high 
number of cells needed for tissue engineered heart valves. The isolated EC were also able 
to adapt to external influences such as the shear stress in flow cultivation. 
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 Kurzzusammenfassung 
Einleitung Als Konsequenz einer kontinuierlich weiter steigenden Lebenserwartung in 
Deutschland, stieg in den vergangenen Jahren die Prävalenz von erworbenen 
Klappenerkrankungen. Diese können im Endstadium nur durch einen Herzklappenersatz 
kurativ behandelt werden. Herkömmliche Herzklappenprothesen sind mechanischer oder 
biologischer Entität. Beim Einsatz mechanischer Herzklappen birgt die erforderliche 
Antikoagulation ein erhöhtes Blutungsrisiko. Biologische Herzklappen zeichnen sich 
leider durch eine beschränkte Haltbarkeit aus. Beide Herzklappenprothesen weisen ein 
fehlendes Wachstumspotenzial auf. 
Tissue-engineerte Herzklappen bestehen aus autologen vitalen Fibroblasten (FB) und 
Endothelzellen (EC) und sind deshalb fähig zu wachsen, selbstregenerierend und es 
kommt nach der Implantation zu keiner Immunreaktion. In einer vorangehenden Arbeit 
konnte die Methodik der Zellgewinnung postoperativ aus Herz-Lungen-Maschinen 
erarbeitet werden. In dieser Doktorarbeit wird die erweiterte Evaluation jener Zellen und 
deren Eignung zur Verwendung bei der Herstellung von Herzklappen überprüft. 
Methoden Zur Gewinnung der Zellen wurden postoperativ 20 Zweikammer-Reservoire 
der Herz-Lungen-Maschine für die Weiterverarbeitung verwendet. Mittels 
Dichtegradienten-Zentrifugation konnte das im Reservoir verbliebene Blut und die 
Rückstände der Filter in die mononukleäre Zellfraktion separiert werden. Ein Anteil 
dieser Fraktion wurde mit EC-GM (Wachstumsmedium), der andere mit FB-GM 
kultiviert. Zudem wurden die feinporigen Filter des Reservoirs in Rechtecke geschnitten 
und in Petrischalen mit FB-GM kultiviert. 
Die gewonnen Zellen wurden mittels WST-Assay nach 24h, 48h und 72h auf ihr 
Proliferationsverhalten untersucht. Bei der Immunhistochemie wurden die EC-Marker 
vWF, VE-Cadherin und PECAM; FB-Marker TE-7; Muskelmarker SMC-Myosin, 
Myosin heavy chain; Zytoskelettmarker α-Actin sowie der Zellkernmarker DAPI 
verwendet. Die Stammzellmarker CD 45, CD 73, CD 90 und CD 105 wurden mittels 
Immunfluoreszenz untersucht. 15 EC-Linien wurden in einem Flussversuch über 24h 
unter steigender unidirektionaler Scherspannung bis 20 dyn/cm2 kultiviert und 
anschließend per Immunfluoreszenz auf VE-Cadherin, Sir-Aktin und DAPI angefärbt. 
Ergebnisse Aus der mononukleären Zellfraktion konnten insgesamt 28 Zelllinien 
gewonnen werden. Durch Kultivierung der Zellfraktion in EC-GM wurden 15 Zelllinien, 
in FB-GM 13 Zelllinien gewonnen.  Aus den Filtern, welche in Petrischalen in FB-GM 
III Kurzzusammenfassung 8 
kulitivert wurden, konnten 13 Zelllinien gewonnen werden. Zusammenfassend konnten 
so aus 17 von 20 HLM erfolgreich Zellen gewonnen werden. 
Der WST-Assay zeigte eine signifikant höhere Wachstumskurve für Endothelzellen und 
Fibroblasten verglichen mit Kontrollproben vaskulär gewonnener EC und FB.  
In der Immunzytologie färbten sich in 23 Zelllinien die Zellen mit EC-Markern, in 4 
Zelllinien mit FB-Markern sowie in 14 Zelllinien mit beiden Markern, im Sinne einer 
Kokultur. Die Stammzellfärbung war negativ, kein Marker konnte nachgewiesen werden. 
Unter Fluss verhielten sich die EC charakteristisch: Es kam zur Ausrichtung der Zellen 
und des Aktins parallel zum Fluss, Zellproliferation und Zunahme der Zell-Zell-Kontakte. 
Zusammenfassung Die Herz-Lungen-Maschinen stellten sich mit 17/20 erfolgreichen 
Isolationen als zuverlässige Quelle zur Gewinnung von Zellen dar. Ebenso konnte das 
Potenzial dieser Zellen zur Weiterverarbeitung im Tissue-Engineering von Herzklappen 
aufgezeigt werden. In der Proliferationsrate zeigten sich die Zellen denen vaskulären 
Ursprungs als überlegen. Die erhöhte Wachstumsrate ermöglicht die schnelle 
Kultivierung einer ausreichenden Zellzahl für die Besiedelung der TEHV. Zudem 
adaptierten sich die EC unter Fluss an die externen Einflüsse, wie es auch bei EC in vivo 
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 Abkürzungsverzeichnis 
BSA ............................................................................................................................................. Bovines Serum Albumin 
CD….……………………………………………………………………………………….……………………………………………Cluster of Differentiation  
CEC..……………………………………………………………………………………………………………………………….. Circulating Endothelial Cells  
CO2 ....................................................................................................................................................... Kohlenstoffdioxid 
DAPI………………………………………………………………………………………………………………………………….4,6-Diamidin-2-Phenylindol 
DG………………………………………………………………………………………………………………………………Dichtegradientenzentrifugation  
EACTS ................................................................................................. European Association for Cardio-Thorcic-Surgery 
EC.. ............................................................................................................................................................ Endothelzellen 
ECDG…………….…..……Zellen, welche durch Dichtegradientenzentrifugation gewonnen und in EC-GM kultiviert wurden 
EC-GM ........................................................................................................................... Endothelzellwachstumsmedium 
ECM ................................................................................................................................................. Extrazelluläre Matrix 
EKZ ..........................................................................................................................................Extrakorporale Zirkulation 
EPC………………………………………………………………………………………………………………………………..Endotheliale Progenitorzellen  
ESC ................................................................................................................................. European Society of Cardiology 
FB…………………………………………………………………………………………………………………………………………………………….Fibroblasten 
FBDG…………….…..……Zellen, welche durch Dichtegradientenzentrifugation gewonnen und in FB-GM kultiviert wurden 
FB-GM ........................................................................................................................... Fibroblastenwachstumsmedium 
FBFP…………….…..……………Zellen, welche aus Filterpapieren gewonnen und in Petrischalen in FB-GM kultiviert wurden 
FCS .................................................................................................................................................. Fatalen Kälberserum 
HLM............................................................................................................................................. Herz-Lungen-Maschine 
HRP ........................................................................................................................................... Horseradisch Peroxidase 
MHC………………………………………………………………………………………………………………….…..Major Histocompatibility Complex  
MSC………………………………………………………………………………………………………………………….…….. Mesenchymale Stammzelle  
PBS…………………………………………………………………………………………………………………………………….Phosphate Buffered Saline  
SMA................................................................................................................................................ Smooth Muscle Actin 
TAVI .................................................................................................................. Transcatheter Aortic Valve Implantation 
TE……………………………………………………………………………………………………………………………………………………Tissue Engineering 
TEHV ................................................................................................................................ Tissue Engineered Heart Valve 
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 Einleitung 
Das Herz ist das zentrale Organ zur Aufrechterhaltung des menschlichen Kreislaufs. 
Durch diese wesentliche Rolle können schon geringe Veränderungen, wie sie die 
Herzklappenerkrankungen darstellen, enorme Auswirkungen auf die Gesundheit und 
Lebensqualität des Menschen haben [1].  
Der Herzklappenersatz kann bei fortgeschrittener Erkrankung lebensrettend sein. Tissue 
Engineering von Herzklappen rückt zunehmend in den Vordergrund, da aktuell 
verwendete Herzklappenprothesen entscheidende Nachteile mit sich bringen. 
V.1 Die Herzklappen 
Das menschliche Herz besitzt vier Herzklappen. Sie definieren die Übergänge zwischen 
den Vorhöfen und den Kammern des Herzens (Atrioventrikularklappen) sowie zwischen 
den Kammern und den Ausflusstrakten, also Aorta und Truncus pulmonalis. Durch 
Öffnen und Schließen der Herzklappen wird ein unidirektionaler, pulsatiler Blutfluss in 
Lungen- und Körperkreislauf ermöglicht, der der Herzaktivität angepasst ist. Die 
Herzklappen sind in der Ventilebene durch die Anuli fibrosae verankert, siehe Abbildung 
1. [2] 
 
Abbildung 1: Schnitt durch das menschliche Herz. Darstellung der Taschenklappen: Pulmonal- und Aortenklappe 
sowie der Segelklappen: Trikuspidal- und Mitralklappe und Aortenklappe, modifiziert von [3]. 
Man unterscheidet zwischen zwei Segelklappen, welche zwischen Vorhof und Kammer 
gelegen sind und zwei Taschenklappen im Übergang zu den großen Gefäßen. Die 
Mitralklappe besitzt zwei, die Trikuspidalklappe drei Segel. Diese Segel sind mit den 
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Tendinae Chordae und Musculi papilares in der Herzmuskulatur der Kammern verankert. 
Die Segelklappen fungieren als Rückschlagventil. In der Diastole öffnen sich die 
Segelklappen und ermöglichen den unidirektionalen Blutfluss von den Vorhöfen in die 
Kammern. Während der Systole schließen sie sich durch den Druckaufbau in den 
Kammern und verhindern den Rückfluss des Blutes. Die zwei Taschenklappen, Aorten- 
und Pulmonalklappe, besitzen jeweils drei halbmondförmige Klappentaschen. Sie sind in 
der Systole geöffnet und in der Diastole geschlossen. [2] 
Im Querschnitt sind die Segel der Herzklappen dünner als ein Millimeter dick. Der 
histologische Aufbau aller Herzklappen des Herzens ist gleich, siehe Abbildung 2. Als 
Teil des Endokards bestehen sie aus einer Basis aus Bindegewebe mit zwei Anteilen, der 
Fibrosa und der Spongiosa. Die Fibrosa ist reich an extrazellulärer Matrix und besteht 
hauptsächlich aus straffem Bindegewebe mit hohem Kollagen- und Elastinanteil. Die 
lockere Spongiosa welche durch Fibroblasten und Makrophagen gebildet wird ist reich 
an Hyaluron, Proteo- und Glykosaminoglykanen, welche für die Erreichung einer 
maximalen Zugfestigkeit in Richtung des Blutstroms ausgerichtet sind. Die 
bindegewebige Basis wird Richtung Lumen von einer endothelialen Schicht bedeckt. [4-
7]. 
 
Abbildung 2: Histologischer Querschnitt durch ein Klappensegel. Die kollagenreiche Fibrosa, die Spongiosa mit den 
Glykosaminoglykanen (GAGs) und die elastinreiche Ventrikularis bilden die bindegewebige Basis der Herzklappe, 
Richtung luminal werden die interstitiellen Zellen (schwarze Pfeile: VIC, Fibroblasten) von einer konfluierenden 
Schicht Endothelzellen bedeckt, modifiziert von [8]. 
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V.2 Herzklappenerkrankungen  
Herzklappenerkrankungen werden in angeborene und erworbene Erkrankungen 
unterteilt. Die erworbenen Herzklappenerkrankungen nehmen den weitaus größeren 
Anteil ein. [9] 
Herzklappenerkrankungen treten in Form von Stenosen, Insuffizienzen oder deren 
Kombination auf. Als Folge der Herzklappendysfunktion wird dem Herzkreislauf 
unzureichend Blut zugeführt. Das Herz kompensiert mit Mehrarbeit. Stenosen führen 
durch die verengte Klappe zu einer verminderten Auswurfleistung und dadurch zu einem 
Aufstau des Blutes vor der Herzklappe. So kommt es zur Druckbelastung der 
vorgeschalteten Herzhöhle mit konzentrischer Hypertrophie des Myokards. 
Insuffizienzen resultieren durch einen unzureichenden Klappenverschluss in einem 
Pendelvolumen, welches durch Volumenbelastung zu exzentrischer 
Myokardhypertrophie führt. Klinisch können die Symptome einer 
Herzklappenerkrankung heterogen erscheinen. Im Anfangsstadium sind Klappenvitien 
häufig asymptomatisch, im Verlauf kommt es zu Symptomen wie Dyspnoe, 
Belastungsdyspnoe, Angina pectoris, Synkopen oder Leistungsschwäche. Auch 
Symptome im Sinne einer Einflussstauung wie Lungenödeme, Hepatomegalie, Aszites, 
Proteinurie oder Beinödeme sind möglich. Goldstandard der Diagnostik von 
Klappenerkrankungen ist die transösophageale Echokardiographie inklusive der Doppler-
Messung. [10, 11] 
V.2.1 Kongenitale Klappenvitien 
Kongenitale Defekte am Herzen finden sich bei 0,7-0,8 % aller Neugeborenen. Sie sind 
die häufigsten angeborenen Missbildungen. Häufig bleibt die Ursache kongenitaler 
Herzfehler ungeklärt. Ein erhöhtes Risiko für das Auftreten von Vitien kann durch Noxen, 
bestimmte Medikamente, Infektionen oder Alkohol im Schwangerschaftsverlauf oder 
durch genetische Syndrome bedingt sein. [12]  
Neben den dominierenden Septumdefekten, welche etwa 50 % der kongenitalen 
Herzdefekte ausmachen, können auch alle vier Herzklappen von Missbildung betroffen 
sein. Die angeborenen Herzklappenfehler beinhalten den kompletten Verschluss, die 
Stenose und die Insuffizienz. Am häufigsten kommen Pulmonal- und 
Aortenklappenstenosen vor, welche je etwa 5 % aller kongenitalen Herzfehler ausmachen 
[13]. Trotz Verbesserungen der Diagnostik und Behandlung in den letzten Jahrzehnten 
können Vitien abhängig vom Typ und Ausprägungsgrad noch immer lebensbedrohlich 
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werden [14]. Deshalb ist bei 25 % aller Vitien eine Operation oder Katheterintervention 
innerhalb eines Jahres nach Geburt erforderlich. Im Jahr 2018 wurden über 80 % dieser 
pädiatrischen-herzchirurgischen Operationen bei kongenitalen Herzfehlern unter 
Anschluss an die extrakorporale Zirkulation (EKZ) durchgeführt. [15] 
V.2.2 Erworbene Klappenvitien 
Häufiger als kongenitale Klappenvitien finden sich erworbene Erkrankungen der 
Herzklappen. Die Ätiologie der Herzklappenerkrankungen wird in zwei Gruppen 
unterteilt: die rheumatische und die degenerative Herzklappenerkrankung.  
Die rheumatische Klappenerkrankung tritt als Folge von Streptokokkeninfektionen heute 
primär in Entwicklungs- und Schwellenländern auf. Eine Reaktion auf die grampositiven 
Streptokokken löst eine komplexe subakute autoimmune Entzündungsreaktion im Sinne 
eines molekularen Mimikrys gegenüber Myo- und Endokard aus [16, 17]. In der Folge 
kommt es zu Gewebezerstörung, Vernarbung, Degeneration, konsekutiver Kalzifikation 
sowie Verdickung der Herzklappensegel. Dies führt zu Klappenstenosen und/ 
oder -insuffizienzen, siehe Abbildung 3. [18] 
 
Abbildung 3: Pathophysiologie der rheumatischen Herzklappenerkrankung. 1) Systemische Immunreaktion auf 
Streptokokken, da valvuläres Endothel ein molekulares Mimikry darstellt; 2) Infiltration von Immunzellen 
(Monozyten, Makrophagen) in die Herzklappe, hierdurch kommt es zum 3) Remodeling mit Veränderung der 
Chordae tendineae, der Anuli fibrosi, einer Klappenverdickung, -kalzifizierung. 4) Konsekutive Mitralinsuffizienz 
oder -stenose [18]. 
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Häufig sind hiervon Kinder und junge Menschen betroffen. Dank verbesserter 
Primärprävention und Antibiotikaeinsatz ist diese Ätiologie der Klappenerkrankungen 
rückläufig. [19] 
Im Gegensatz hierzu überwiegt in der westlichen Welt die primär-degenerative, 
nichtrheumatische Form der Klappenerkrankung. Analog zur Ätiologie der 
Arteriosklerose ist der degenerative Umbau der Herzklappen eine Folge kontinuierlicher 
Lipideinlagerungen, chronischer subakuter Entzündungen und konsekutiver 
Kalzifikationsprozesse. Die Aortenstenose ist, gefolgt von der Mitralinsuffizienz, das 
häufigste erworbene Klappenvitium in Deutschland. Kombinierte Vitien sind häufig und 
können in einer Operation gemeinsam behandelt werden. [20, 21] 
Die degenerative Herzklappenerkrankung ist eine Erkrankung des fortgeschrittenen 
Alters. Als Konsequenz einer kontinuierlich steigenden Lebenserwartung in Deutschland 
stieg in den vergangenen Jahren die Prävalenz von erworbenen Klappenerkrankungen. 
[22] Parallel stieg die Zahl der Operationen an Herzklappen im Jahr 2018 um 1,5 % im 
Vergleich zum Vorjahr [15]. 
V.2.3 Herzklappenersatz und eingesetzte Prothesen 
Da Herzklappen keinen suffizienten Selbstreparaturmechanismus besitzen, sind 
Interventionen zur Heilung der Herzklappenerkrankungen und für das Überleben der 
Patienten notwendig. 1956 wurde der erste autologe Herzklappenersatz einer 
biologischen Prothese durch Gordon Murray durchgeführt [23]. Seither hat sich der 
Herzklappenersatz zu einem Routineeingriff etabliert. Die Anzahl 
herzklappenassoziierter Operationen ist kontinuierlich steigend und war in Deutschland 
im Jahr 2018 bei 34.951 Eingriffen, siehe Abbildung 4 [15, 24, 25]. Der Markt für 
prosthetische Herzklappen wurde 2018 weltweit auf 6,2 Milliarden USD geschätzt. Nach 
einer Schätzung des market research future könnte sich der Markt für Herzklappen bis 
2025 mehr als verdoppeln. [26]  
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Abbildung 4: Anzahl herzchirurgischer Eingriffe 2009-2018 in Deutschland: Abnahme der Koronararterien-Bypass-
Operationen (CABG), diskrete Zunahme der durchgeführten Herzklappenoperationen, konstante Anzahl der 
Operationen bei kongenitalen Herzdefekten, sonstige Operationen mit Anschluss an extrakorporale Zirkulation 
stagnierend (Miscellaneous procedures) [15]. 
Die Operationsindikation bei Klappenvitien wird, neben diagnostischen Parametern, 
primär anhand der Symptomatik und des Leidensdrucks des Patienten gestellt. Bei 
Symptombeginn beträgt die durchschnittliche Überlebensdauer bei Aortenstenose ohne 
Intervention noch etwa zwei bis drei Jahre. Neben klappenerhaltenden Eingriffen, wie der 
Ballondilatation, Kommisurotomie und unterschiedlichen Rekonstruktionen, wie 
beispielsweise der Ross-Prozedur, werden jährlich weltweit mehr als 300.000 biologische 
oder mechanische Klappen implantiert. Der Herzklappenersatz wird konventionell offen 
herzchirurgisch oder minimalinvasiv über einen Katheter durchgeführt. Am Beispiel der 
Aortenklappe kann der Zugang in Form der Transcatheter Aortic Valve Implantation 
(TAVI) transfemoral (Arteria femoralis, häufigster Zugangsweg), transaortal (Aorta), 
transsubclavial (Arteria subclavia) oder transapikal über die Herzspitze erfolgen. Durch 
diese Eingriffe kann eine signifikante Verbesserung von Überleben und Lebensqualität 
für die Patienten erreicht werden [27]. 
Die Wahl der Herzklappe ist abhängig vom Alter des Patienten und dessen 
Operationsrisiko. Zur Auswahl stehen mechanische und biologische Herzklappen 
(Abbildung 5). [28-31] 
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Abbildung 5: Herzklappenprothesen. A: Mechanische Klappenprothese. Zweiflügelprothese aus Pyrolitcarbon mit 
Nahtring aus Velour-Polyester; B: Biologische Klappenprothese in Stent aus Polyestermanschette; C: Biologische 
Klappenprothese in Stent (selbstexpandierend oder auf Ballon zur minimalinvasiven Implantation mittels TAVI) [32, 
33] 
Mechanische Herzklappenprothesen sind metallisch oder aus Pyrolitcarbon mit einem 
Nahtring aus Polyester. Sie existieren als Kugel-, Scheiben- oder Zweiflügelprothesen. 
Am häufigsten werden mechanische Herzklappen in Form einer Doppelflügel-Prothese 
implantiert, siehe Abbildung 5 A. Sie zeichnen sich durch eine lange Haltbarkeit aus. 
Nachteilig ist das Risiko der Thrombogenität durch die Oberflächenstruktur der 
mechanischen Prothese, die veränderten Flussbedingungen sowie das erhöhte Risiko für 
Vorhofflimmern insbesondere in der Mitralposition, mit einer hohen Gefahr für 
Schlaganfälle. Deshalb erfordert die Implantation mechanischer Herzklappen eine 
lebenslange Antikoagulation, welche wiederum ein erhöhtes Blutungsrisiko mit sich 
bringt. [10, 34] 
Biologische Klappen von Schweine- oder Rinderperikard in einem Polyesternahtring sind 
durch ihre physiologische Oberflächenstruktur nicht thrombogen, siehe Abbildung 5 B, 
C. Sie werden antibiotisch behandelt und mit Glutaraldeyd fixiert, um ihre 
Immunogenität zu mindern. Durch diese Behandlung werden die Herzklappen jedoch 
steifer und mild toxisch, so dass eine Zellbesiedelung in vivo verhindert wird. Trotz 
Verbesserungen in den letzten Jahren ist die Haltbarkeit der biologischen Herzklappen 
durch Destruktion und Kalzifikationsprozesse gegenüber mechanischen Klappen deutlich 
eingeschränkt. [35]  
Bezüglich des Überlebens und der Komplikationen wie Thromboembolien, 
Blutungsereignissen und Endokarditiden bieten beide Klappentypen sehr ähnliche 
Ergebnisse, mit einer leichten Überlegenheit der mechanischen Klappe [36]. Biologische 
Klappenprothesen bergen durch die begrenzte Haltbarkeit ein höheres Risiko für 
Re-Operationen [37, 38].  
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Abbildung 6: Leitlinien der ESC bezüglich Herzklappenerkrankungen. Empfehlungen zur Prothesenauswahl bei 
Aorten- oder Mitralklappenersatz. Class I: Wird empfohlen/ ist indiziert, Class IIa: Sollte berücksichtigt werden, Class 
IIb: Kann berücksichtigt werden, Level C: Handlungsempfehlungen von Expertengruppen [28] 
Zusammenfassend muss die Wahl der Klappe bei jedem Patienten individuell abgewogen 
werden und kann unter Einbeziehung des aufgeklärten Patienten getroffen werden. Durch 
die European Society of Cardiology (ESC) wird in den Leitlinien für Aorten- und 
Mitralklappenersatz eine mechanische Klappe empfohlen, wenn keine 
Kontraindikationen für Antikoagulation vorliegen. Patienten über 65 Jahren kann für den 
Herzklappenersatz in Aortenposition, beziehungsweise Patienten über 70 Jahren in 
Mitralklappenposition eine biologische Klappe empfohlen werden, wenn die statistische 
Lebenserwartung nicht mehr die durchschnittliche Haltbarkeit der Klappe übersteigt, 
siehe Abbildung 6. Zusätzlich ist zu bedenken, dass die „Abnutzung“ der biologischen 
Klappe durch verminderte Aktivität im Alter minimiert ist [28, 39].  
Aufgrund des zumeist hohen Alters der Patienten mit Herzklappenerkrankungen werden 
deutlich mehr biologische als mechanische Klappenprothesen implantiert, siehe 
Abbildung 7. 
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Abbildung 7: Anzahl der verwendeten Herzklappenprothesen beim Aorten- und Mitralklappenersatz im Jahr 2019 in 
Deutschland. Biologische Herzklappe als Xenograft, mechanische Prothese, Reparatur oder Homograft (menschlicher 
Spender). [15] 
Bereits in den Leitlinien der ESC und der European Association for Cardio-Thoracic 
Surgery (EACTS) wird statuiert, dass es noch keine optimale Klappenprothese gibt [28]. 
Noch komplizierter gestaltet sich die Klappenwahl bei Kindern, Frauen mit 
Kinderwunsch und schwangeren Patientinnen. Für Säuglinge existieren keine 
ausreichend kleinen mechanischen Prothesen und je kleiner die Prothese, desto instabiler 
die Hämodynamik [40]. Zudem muss bei jenen Patienten die Indikation zur 
Antikoagulation äußerst eng gestellt werden, so dass trotz jungem Alter biologische 
Herzklappen implantiert werden müssen. Bei beschränkter Haltbarkeit der Bioklappen ist 
aber bei diesen Patienten nicht selten eine risikobehaftete Re-Operation notwendig. 
Leider muss auch eine mechanische Herzklappe im Verlauf aufgrund des fehlenden 
Wachstumspotenzials mittels Re-Operationen ersetzt werden. Generell ist der 
Behandlungserfolg bei Kindern nach Herzklappenersatz schlechter als bei Erwachsen 
[41]. Ein Lösungsansatz in der pädiatrischen Herzchirurgie ist die Ross-Operation. 
Hierbei wird die Pulmonalklappe mit einem Homograft ersetzt und als Autograft an die 
Position der Aortenklappe implantiert [42]. Als vitales Gewebe ist die Herzklappe an der 
Aortenposition nun regenerations- und wachstumsfähig. Die Ross-Prozedur eignet sich 
jedoch nur für einen kleinen Anteil der Patienten, ist technisch anspruchsvoll, der Eingriff 
risikobehaftet und die Ergebnisse sind nicht einheitlich gut [43]. 
V.3 Tissue Engineering von Herzklappen 
Um die Nachteile der herkömmlichen Klappenprothesen zu umgehen, hat sich die 
Forschung zunehmend in Richtung des Tissue Engineerings (TE) gewendet. Bereits 1993 
beschrieben Langer et al. erstmals die Idee des TE als Lösungsansatz bei terminalem 
Zelluntergang und konsekutiver Organdysfunktion. Im TE werden, häufig durch ein 
interdisziplinäres Konzept, erkrankte Organe oder Gewebe durch im Labor produzierte 
Materialien ersetzt. Diese können azellulär implantiert werden oder es werden Zellen 
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isoliert, kultiviert und anschließend in oder auf einem Trägergerüst, dem Scaffold 
implantiert, siehe Abbildung 8. [44]  
 
Abbildung 8: Möglicher Ablauf eines Tissue Engineering Prozesses. Das Konzept beginnt mit der Biopsie zur 
Zellisolation, gefolgt von der Zellkultivierung und-vermehrung, dem Aussähen der Zellen auf einem Scaffold und der 
Induktion durch mechanische oder chemische Reize, bis zur autologen Implantation. [45] 
Die Anforderungen, die an eine optimale tissue engineerte Herzklappenprothese (TEHV, 
tissue engineered heart valve) gestellt werden sind eine langfristige Gewährleistung von 
Stabilität und Flexibilität sowie Resistenz gegenüber Kalzifikation und Destruktion. 
Außerdem sollte sie fähig sein zu Remoddeling, Wachstum und Regeneration. Dies ist 
realisierbar durch ein Umfeld welches Zelladhäsion, -integration und -funktion 
ermöglicht. Zudem sollte die TEHV eine Antithrombogenität aufweisen und keine 
Immunantwort des Organismus auslösen. [46, 47]  
V.3.1 Zellquellen und Klappengerüste  
Für eine funktionstüchtige TEHV sind in Anlehnung an eine physiologische Herzklappe 
mindestens zwei Zelltypen erforderlich, welche auf ein Klappengerüst ausgesät werden: 
Endothelzellen (EC) luminal und Fibroblasten (FB) basal. Je nach Ansatz kann die 
Zellauswahl jedoch variiert werden, siehe beispielsweise Abbildung 9. 
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Abbildung 9: Darstellung verschiedener Ansätze im Tissue Engineering von Herzklappen. Der Prozess der TEHV 
Entstehung beginnt mit der Zellisolation aus unterschiedlichen Zellquellen, gefolgt von der Zellkultur, dem Aussähen 
der kultivierten Zellen auf einem Klappengerüst und der Implantation [48]. 
EC sind in vivo luminal der Scherspannung des Blutes ausgesetzt. Sie ermöglichen über 
unterschiedliche Mechanismen die Antithrombogenität der Herzklappe. Im TE konnte 
durch den Einsatz von EC eine reduzierte Entzündungsantwort in vivo und eine 
verminderte Thrombogenität der TEHV beobachtet werden. Gulbins et al. postulierten 
eine vitalere Proliferation von EC auf einer Schicht FB, im Gegensatz zu direkt auf dem 
Klappengerüst ausgesäten EC [49]. 
FB bilden in vivo die bindegewebsartige Basis der Herzklappen durch Produktion von 
extrazellulärer Matrix (ECM). Sie erhalten die Elastizität der Herzklappe und erfüllen 
Reparatur- und Remodelingfunktionen. [30, 49-52]  
Myofibroblasten sind die aktivierte Form der FB. Sie exprimieren Proteine wie 
beispielsweise α-SMA (smooth-muscle-actin) und können sich so aktiv der Umgebung 
anpassen. Ein hoher Anteil an Myofibroblasten führt jedoch zu Versteifung und 
Retraktion der Klappe. Das richtige Verhältnis von Myofibroblasten zu FB ist deshalb für 
die Funktion der TEHV wichtig und kann in vitro angepasst werden. [53, 54]  
Diese beiden Zelltypen konnten in zahlreichen Experimenten xenogen (andere Spezies, 
vom Tier), allogen/homolog (gleiche Spezies, vom Mensch) oder autolog (selbes 
Individuum) isoliert werden [55]. Sowohl EC als auch FB sind immunogen, können also 
von T-Zellen als köperfremd erkannt werden. Jedoch exprimieren nur EC 
MHC-Klasse-II-Proteinkomplexe (major histocompatibility complex) wodurch eine 
direkte Stimulation ruhender CD4 T-Zellen erreicht wird. Über diesen Weg findet eine 
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stärkere Abstossungsreaktion statt, weswegen bei EC der Einsatz von autologen Zellen 
besonders erstrebenswert ist. [56]  
In vorangehenden Studien konnten multiple Quellen für die Isolierung von Zellen für 
TEHV erarbeitet werden. FB, Myofibroblasten oder alternative Zellen, welche ECM 
produzieren, wurden aus tierischen oder menschlichen Aortenklappen und -wurzeln, 
Gefäßen oder der Haut gewonnen. In Form von Stamm- beziehungsweise Vorläuferzellen 
gelang eine Isolation aus dem Knochenmark, dem Fettgewebe, dem Blut, der 
Nabelschnurmatrix oder dem Nabelschnurblut und aus dem Fruchtwasser. EC oder deren 
Vorläuferzellen wurden aus tierischen oder menschlichen Gefäßen, Aortenklappen, 
Fruchtwasser oder Nabelschnurblut isoliert, siehe Tabelle 1. [48]  
 
Tabelle 1: Zelltypen, die zum Tissue Engineering von Herzklappen verwendet wurden und deren Herkunft [48] 






 Einsatz als Endothelzellen  
Valvuläre endotheliale Zelle Aortenklappe/Rind [57]   
Vaskuläre Endothelzelle A. carotis/Lamm [58]  V. saphena magna [59] 






Knochenmarksprogenitorzelle Knochenmark/Lamm [64]   
Autologe Fruchtwasserzelle Fruchtwasser/Schaf [65]   
 Einsatz als Fibroblasten  
Valvuläre interstitielle Zelle Aortenklappe/Schwein [66] Aortenklappe [67] 
Vaskuläre Fibroblasten A. carotis/Lamm [58] V. saphena magna [59] 












Induzierte pluripotente Stammzelle   Haut [74] 
Glatte Muskelzelle Aortenwurzel/Schwein [75]   
Myofibroblast Aortenwand/Schwein [76]   
 
Direkt aus Herzklappen isolierte Zellen eignen sich am besten für das TE von 
Herzklappen. Ihre Verfügbarkeit ist jedoch begrenzt und valvuläre interstitielle Zellen 
fördern die Kalzifikation der Klappe [77]. Stammzellen zeichnen sich durch eine gute 
Verfügbarkeit und hohe Proliferationsrate aus, neigen jedoch ebenfalls, durch ihr 
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osteogenes Differenzierungspotential, zu vermehrter Kalzifikation [78]. Zudem besteht 
ein höheres Risiko zur Entartung und die ethischen Bedenken sind deutlich höher, als bei 
anderen Zelltypen [79]. 
Die Zellen werden beim TE dann in vitro auf einem dreidimensionalen Klappengerüst, 
dem Scaffold, ausgesät. Scaffolds verschiedener Materialien wurden in Studien 
untersucht. Unterschieden werden natürliche Klappengerüste von synthetisch 
hergestellten Scaffolds, siehe Abbildung 10. [80] Natürliche Herzklappen als Scaffolds 
sind allogener oder xenogener (meist Schwein oder Rind) Herkunft. Sie bieten eine 
optimale Geometrie und konsekutiv optimale Hämodynamik. [80] Zur Verhinderung 
einer Immunantwort können die Klappen fixiert oder dezellularisiert werden. Dabei wird 
die DNA des Spenders, optimalerweise unter Erhalt der ECM, entfernt [81]. Daneben 
existieren abbaubare Scaffolds aus synthetischem (PGA: poly-glycolic-acid; PLA: 
polylacticacid) oder biologischem Polymer (Gelatine, Kollagen, Fibrin) sowie nicht-
abbaubare Polymerscaffolds aus Polyurethan [82]. Polymere sind potentiell geringer 
immunogen und sind jederzeit verfügbar, allerdings können Abbauprodukte 
proinflammatorisch wirken [83]. 
 
Abbildung 10: Im Tissue Enginnering von Herzklappen verwendete Scaffolds: A: Hydrogelscaffolds; B: poröse 
Scaffolds; C: dezellularisierte Klappengerüste; D: fibröse Scaffolds. Die Scaffolds werden optional mit Wirkstoffen 
(Drugs, grün) behandelt, mit Zellen (violett) besiedelt und in das menschliche Herz implantiert  [80]. 
V.3.2 Klinische Studien 
Die erste präklinische Studie erfolgte 1995 durch Shinoka et al. sieben TEHV konnten 
erfolgreich in Lämmer implantiert werden. Dabei verwendeten sie autologe vaskuläre 
Zellen, die auf einem Polymerscaffold (PGA) ausgesät wurden. [84] 
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Es folgten Versuche mit verschiedenen Kombinationen von Zellquellen und Scaffolds 
sowie Implantationen in unterschiedliche Wirte wie Schafe, Schweine und Affen. 
Follow-ups bis zu 24 Wochen zeigten in den implantierten TEHV erfolgreiches 
ECM-Remodeling, ausgeprägte Repopulation durch Zellen des Wirtes und im 
Besonderen eine gute Endothelialisierung. Nicht zuletzt präsentierten die implantierten 
TEHV den natürlichen Klappen ähnelnde mechanische Eigenschaften sowie fehlende 
Hinweise auf Degeneration oder Kalzifikation. [30] 
Neben diesen vielversprechenden Ergebnissen wurde jedoch eine Verdickung der 
Klappensegel beobachtet. Diese ist, wie bereits in vitro beobachtet auf eine 
überschießende ECM-Produktion zurückzuführen. In vivo führte diese Verdickung der 
Klappen zu Retraktion und konsekutiver Insuffizienz. [63, 85]. 
Die erste erfolgreiche Implantation einer TEHV in einen Menschen erfolgte im Jahr 2000 
im Rahmen einer Operation nach Ross [86]. Bei einem 43-jährigen Patienten wurde die 
autologe Pulmonalklappe als Therapie seiner Aortenklappenstenose eingesetzt und an die 
Position der Pulmonalklappe ein Allograft implantiert. Dieses wurde dezellularisiert und 
mit autologen vaskulären Endothelzellen wieder besiedelt. Während eines 1-Jahres-
Follow-Ups zeigte sich der Patient in gutem Allgemeinzustand und die TEHV wies in 
TTE, MRT und CT eine unveränderte Form und gute Funktion auf.  11 dezellularisierte 
Allografts wurden in den nächsten zwei Jahren nach dem gleichen Prinzip mit autologen 
Zellen besiedelt und als Pulmonalklappe implantiert. Auch nach 10 Jahren zeigten sich 
noch hervorragende hämodynamische Flussprofile und die Klappensegel ohne Hinweise 
auf Degeneration, Verdickung, Retraktion oder Kalzifizierung. [87]  
Auch bei pädiatrischen Patienten kamen TEHV erfolgreich zum Einsatz. Es ließ sich ein 
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Tabelle 2: Studien zur Implantation von TEHV in den Menschen, Präkonditionierung im Bioreaktor in Wochen, 















Scaffold Allograft  
autologe vaskuläre EC 4  1  1  exzellente Funktionalität  [86] 
autologe Progenitor-
zellen (Blut) 
3  2  3 sicher und gut durchführbares Verfahren, 
gute Funktionsfähigkeit, bei leichter bis 
mäßiger Regurgitation 
[88] 
autologe vaskuläre EC 4  11 10  exzellente Hämodynamik, keine Zeichen 
der Degeneration oder Kalzifikation 
[87] 
Scaffold Xenograft  




V.3.3 Wirkung von Scherspannung und Umsetzung im Tissue 
Engineering 
Die Herzklappen sind hohen hämodynamischen Kräften ausgesetzt. Das 
Herzminutenvolumen passiert mit 4,5-5 l/min die Herzklappe. Dazu kommen etwa 40 
Millionen Herzklappenbewegungen pro Jahr. Auf diese wechselnden Anforderungen 
reagieren Zellen und Herzklappengewebe durch kontinuierliche Neuerung und Umbau. 
Während die zyklische Scherspannung des Blutflusses im Bereich der Verankerung der 
Herzklappe vor allem die Zellproliferation anstößt, wird im Bereich der Klappensegel 
primär die Protein- und Glykosaminoglykansynthese angeregt. [90] 
Im TE kommen Bioreaktoren zum Einsatz, in welchen zellbesiedelte Scaffolds vor 
Implantation konditioniert werden. Bioreaktoren imitieren möglichst physiologisch einen 
Blutfluss und unterstützen so die Zellproliferation und Gewebsformierung [91]. Im Sinne 
eines ersten Remodelings adaptieren sich die Zellen, unter Bildung der ECM, an die 
Scherspannung, der sie nach Implantation in situ ausgesetzt sein werden [59]. 
Angelehnt an das Gesetz von Hagen-Poiseuille ist die Berechnung der Scherspannung 
von der Viskosität des Blutes, der Flussrate und dem Radius der zirkulären Herzklappe 
oder des Gefäßes abhängig [92]. In der Praxis ist die Formel jedoch wenig zuverlässig, 
da sie für laminare Strömungen gilt wohingegen an Herzklappen unterschiedliche 
Strömungsarten existieren. Das Zusammenspiel der einzelnen Faktoren ist physiologisch 
komplexer und die benötigten Parameter sind in vivo nicht konstant [93]. 




Formel 1: Berechnung des Scherspannung τ [dyn/cm2]: ƞ: dynamische Viskosität [dyn s/cm2]; Q: Flussrate [ml/min]; 
R: Radius [cm] [92].  
 
Die Scherspannung kann in vivo stark variieren. An der Aortenklappe wurden 
Maximalwerte von 70 dyn/cm2 bei einem Durchschnitt von etwa 23 dyn/cm2 gemessen 
[94, 95]. EC reagieren auf die Scherspannung über mechanotransduktorische 
Mechanismen auf biophysischer, biochemischer und genregulatorischer Ebene. Die 
sensorische Reizaufnahme erfolgt über zahlreiche Mechanismen, unter anderem über 
Adhäsionsmoleküle oder Zytoskelettveränderungen. [96] 
 
Abbildung 11: Auswirkung von Scherspannung auf eine EC 1) Mechanotransmission an der luminalen Seite der Zelle 
durch Deformierung der Glykokalyx, welche an Membranproteine und -lipide bindet. Als Reaktion werden 
Ionenkanäle aktiviert oder Signalwege über Caveolae initiiert. 2) Signaldetektion über Transmembranproteine an Zell-
Zell-Verbindungen. Bei zunehmender Scherspannung werden hier beispielsweise vermehrt VE-Cadherin und PECAM 
in die Zellmembran integriert. 3) Transmission an der basalen Zellseite über Adhäsionsmoleküle, welche an die ECM 
binden. Eine Verstärkung des Zytoskeletts und Ausrichtung von Aktin parallel zum Scherstress wird über einen 
komplexen Signalweg gesteuert. 4) Mechanotransduktion durch Zellkernverformung. [96] 
Unter Scherspannung ändern die EC ihre Form, Ausrichtung und Verankerung im 
Zellverband, ihre Stabilität, den Aufbau des Zytoskeletts sowie ihre metabolische 
Aktivität und Proliferationsrate. Selbst die Zelldifferenzierung kann angeregt werden. 
[97] Diese Vorgänge sind abhängig von der Zeit, die die Zelle der Scherspannung 
ausgesetzt wird, siehe Tabelle 3. Auch die tieferliegenden valvulären interstitiellen Zellen 
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Gefäßwand an. Sie richten sich neu aus, werden steifer und passen die Exprimierung 
spezifischer Gene an. Beispielsweise wird die Biosynthese der ECM vermehrt angeregt. 
[98] 
 
Tabelle 3: Beobachtete Effekte der Scherspannung. Auftreten wurde nach definierter Antwortzeit beobachtet. Nach 
zeitlicher Abfolge sortiert. Abhängig von der untersuchten Strömung (laminar oder turbulent) und der Höhe der 




Beobachteter Effekt  
Strömung, 
Scherspannung 
[dyn/ cm2]  
Minuten Gerichteter Umbau fokaler Adhäsionen laminar, 10  
< 1  Zugspannung kontrolliert Zellform und -wachstum über Extrazellulärmatrix-
Integrin-Bindung 
laminar 
2 Hochregulation von ICAM-1 m-RNA und Protein laminar, 2,5- 46  
> 3 Zellproliferation, bis inaktiver Monolayer entsteht  turbulent, 1,5- 15 
> 6  Zellausrichtung in der Flussrichtung; Funktion der Zeit und Stärke der 
Scherspannung, um Zug an Zellen zu minimieren 
laminar, > 5 
> 6  F-Aktin Zytoskelett und Fibronektin Neuanordnung parallel zu Zellausrichtung laminar, > 5 
12 Punktuelle Zellzyklusstimulation zur Erhaltung des konfluenten Monolayers turbulent, 0- 10 
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V.4 Hintergrund und Ziel der Arbeit 
In bisherigen Forschungen des TE von Herzklappen konnte noch keine optimale 
Kombination aus Zellen, deren Quellen und Trägersubstanzen definiert werden [99]. Auf 
der Suche nach besser geeigneten Zellen für das TE wird deshalb wird in der folgenden 
Arbeit eine neuartige alternative Zellquelle evaluiert.  
In vorangegangenen Versuchen wurde die Isolationsmethodik dieser Zellquelle 
erarbeitet, welche durch Anpassungen im Rahmen der Arbeit weiterentwickelt wurde 
[100]. Die Zellen wurden nach offen herzchirurgischen Operationen aus der Herz-
Lungen-Maschine (HLM) isoliert und kultiviert. Die Methodik beruht auf der Annahme, 
dass EC im Blut zirkulieren und intraoperativ in die Filter der HLM gelangen. Zudem 
gelangen durch die Operation gelöste Gewebeteile und FB durch den Sauger in die Filter 
des Kardiotomiereservoirs.  
V.4.1 Zirkulierende Endothelzellen und endotheliale Progenitorzellen 
In den frühen 70er Jahren wurden durch Bouvier et al. erstmals zirkulierende EC (CEC, 
circulating endothelial cells) im peripheren Blut beschrieben. Physiologisch sind 
zirkulierende EC bei einem gesunden Menschen mit 0-12 Zellen/ml Blut sehr seltene 
Blutzellen. Im steigenden Alter kommt es zum physiologischen Abfall der CEC-Werte. 
Zirkulierende EC beschreiben sowohl reife, vom Endothel abgelöste EC wie auch 
endotheliale Progenitorzellen (EPC, endothelial progenitor cells) aus dem Knochenmark 
[101-104].  
Zu Veränderungen der Konzentration der CEC im peripheren Blut kommt es durch 
vermehrtes Ablösen einzelner Endothelzellen oder Zellverbänden aus dem Endothel der 
Gefäße. Verschiedene Stimuli wie beispielsweise pro-inflammatorische Zytokine, 
Wachstumsfaktoren, Krankheitserreger, Lipoproteine oder oxydativer Stress triggern 
diesen Ablöseprozess. Die gelösten Zellen gehen entweder durch Apoptose zugrunde 
oder zirkulieren weiter als vitale Zellen im peripheren Blut. [105]  
Höhere CEC-Werte im Blut sind also meist als Marker der endothelialen Schädigung zu 
werten. Sie steigen insbesondere bei kardiovaskulären Erkrankungen und bei 
systemischen Entzündungsreaktionen, vor allem bei Vaskulitiden, der Sepsis und in 
Stresssituationen, wie Transplantationen, Krebserkrankungen und als Reaktion auf 
bestimmte Medikamente an. [103] 
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Tabelle 4: Beispielhafte Einflüsse auf die Anzahl von CEC im peripheren Blut im Vergleich zu gesunden 










Akuter Myokardinfarkt 7,5 0 [106] 
Angioplastie bei stabiler koronarer Herzerkrankung 15,9 - [107] 





Schlaganfall 15,5 2,7 [109] 
Typ II Diabetes mellitus 69 10 [110] 
Septischer Schock 16,1 1,9 [111] 
 
Scheubel et. al. beschreiben einen signifikanten Anstieg nach kardiovaskulären Bypass 
Operationen [104]. Die Größe kardiovaskulärer Eingriffe korreliert direkt mit dem 
Anstieg der CEC im Blut. So sind nach konventionell offenchirurgischem Klappenersatz 
signifikant höhere CEC-Werte zu beobachten als bei minimalinvasivem 
Aortenklappenersatz per TAVI [112].  
Auch kommt es bei Stress oder Endothelschädigung zu einer vermehrten 
Ausschwemmung von endothelialen Progenitorzellen aus dem Knochenmark. So wurde 
ein Anstieg der EPC postoperativ und nach Trauma beobachtet [113]. 
V.4.2 Die Herz-Lungen-Maschine als neuartige Zellquelle 
Seit ihrer Entwicklung durch John H. Gibbon und ihrem ersten Einsatz im Jahre 1953 ist 
die HLM ein fester Bestandteil vieler herzchirurgischer Eingriffe [114]. Bei zahlreichen 
Operationen, die am Herzen durchgeführt werden, wird das Herz durch eine 
kardioplegische Lösung in einen künstlichen Herzstillstand versetzt. Der Kreislauf, 
Blutdruck sowie die Ventilation des Blutes wird durch die HLM aufrechterhalten. Das 
venöse Blut wird mit Sauerstoff angereichert, es wird temperiert, Luftblasen und 
makroskopische Partikel werden ausgefiltert und anschließend dem Körper wieder 
zugeführt. [115]  
Passiv durch die Wirkung der Schwerkraft oder aktiv durch einen induzierten Sog wird 
das venöse Blut aus dem rechten Vorhof oder den Venae cavae superior und inferior 
drainiert. In der venösen Sektion der HLM läuft das Blut durch einen zweiblättrigen 
feinporigen Filter (Porengrößen 41 µm und 120 µm). Bei den in der folgenden Arbeit 
verwendeten Reservoiren handelt es sich um Zweikammer-Reservoire, die neben der 
venösen Sektion ein Kardiotomiereservoir besitzen. In dem Kardiotomiereservoir wird 
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Blut, das von Saugern aus dem Operationsgebiet aspiriert wird, zur Autotransfusion 
gesammelt. Ein Polyurethanschwamm und ein gefalteter Filter (Porengröße 41 µm) 
säubern das Blut von Zellen und Geweberesten. Über einen grobporigen 
Schaumstofffilter wird das Blut in die venöse Sektion geleitet. Von hier pumpt eine 
Zentrifugal- oder Rollerpumpe das Blut in den Oxygenator, der die Gasaustauschfunktion 
der Lunge ersetzt. Dem Blut wird Sauerstoff zugeführt und Kohlenstoffdioxid entzogen. 




Abbildung 12: Aufbau der Herz-Lungen-Maschine. Über die venöse Kanüle wird das Blut dem Körper entzogen und 
in das Reservoir geleitet, hier wird es gemeinsam mit dem Blut aus den Saugern gesammelt und durch verschiedene 
Filter gereinigt. Über den Oxygenator wird das Blut zurück in das arterielle System des Patienten geleitet [116]. 
Für den Versuchsaufbau wurde angenommen, dass die gesuchten EC und FB sich sowohl 
im Blut als auch in den Filtern der Reservoire der HLM befinden.  
Wir erwarten aus mehreren Gründen eine erhöhte Zahl an CEC bei unseren 
Versuchspersonen: Nicht nur die Operation kann als Stressreiz Grund für einen CEC 
Anstieg sein. Vergleicht man Patienten die eine gleiche Operation mit und ohne 
Verwendung einer HLM durchmachen, so konnten bei Verwendung einer HLM 
postoperativ signifikant höhere CEC-Werte beobachtet werden. Dies erklärt man sich 
durch eine ausgeprägtere systemische Reaktion und konsekutiv größere Organschäden 
[117]. Der CEC-Wert ist nach HLM Einsatz nach 6-12h maximal und fällt dann wieder 
ab [118].  
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Vor wenigen Jahren wurde erstmals die Isolierung von Zellen aus Blut der 
extrakorporalen Zirkulation beschrieben. Die Arbeitsgruppe von Hoesli et al. beschrieb 
die Kultivierung von EPC bei Zellisolation aus der ECMO bei intensivpflichtigen 
Kindern. Nebenbefundlich fielen hierbei Kolonien von mesenchymalen Stammzellen auf. 
[119] Mesenchymale Stammzellen sind multipotente Zellen, die sich in verschiedene 
Zellen des Bindegewebes entwickeln können, darunter Adipozyten, Chondrozyten und 
Osteozyten [120].  
Die Gewinnung von Zellen aus dem Blut der Herz-Lungen-Maschine gelingt, wie 
erstmals 1978 beschrieben, durch Dichtegradientenzentrifugation und Kultivierung der 
mononukleären Zellfraktion mit zellspezifischen Medien [121]. In der Zellkultur 
zeichnen sich EPC durch ein widerstandfähiges Proliferationspotential mit 
Kolonieformationen aus [122].  
 
V.4.3  Zielsetzung 
In der folgenden Arbeit sollte die zuvor erstmals beschriebene Isolation von Zellen aus 
der HLM zum Tissue Engineering ausführlich untersucht und weiterentwickelt werden. 
In einer erhöhten Versuchszahl gegenüber der Erstbeschreibung wurden die zwei 
Methoden der Dichtegradientenzentrifugation aus dem Blut der HLM und der direkten 
Kultivierung von Filterstücken auf ihre Zuverlässigkeit untersucht und miteinander 
verglichen [100]. Unter der Kenntnis der früher genannten Informationen sollte die 
Isolationsmethodik optimiert werden, so dass eine erfolgreichere Zellgewinnung mit 
einer höheren Ausbeute an Zellen möglich war. 
Die gewonnene Zellkulturen sollten durch spezifische immunhistochemische und 
immunfloureszierende Anfärbungen auf ihre Reinheit überprüft werden. Die Viabilität 
der Zellen wurde getestet und mit vaskulären EC und FB verglichen. 
Erstmals sollte die Eignung der gewonnen Zellen für das kardiovaskuläre TE überprüft 
werden. Dabei wurde das Verhalten der Zellen unter Scherspannung untersucht und die 
spezifischen Veränderungen ausgewertet. 
Anhand dieser Erkenntnisse soll so eine neue Zellquelle für das TE von Herzklappen 
evaluiert werden. Die Methodik sollte nicht, wie bei vielen bisher etablierten Zellquellen, 
einen zusätzlichen invasiven Eingriff beinhalten. Um für den Einsatz im klinischen Alltag 
praktikabel zu sein, soll die Methode kostengünstig und schnell umsetzbar sein. Die 
ethischen Hürden müssen für einen klinischen Zulassungsprozess geringgehalten werden. 
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Die gewonnen Zellen müssen, gegenüber den Zellen bisher verwendeter Zellquellen, 
qualitativ gleichwertig oder überlegen sein.  
So kann die individuelle Wahl einer Zellquelle für die autologe Transplantation einer TE 
Herzklappe, um eine zuverlässige neuartige Quelle erweitert werden.  
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 Methoden 
Im Folgenden werden die Methoden der Zellisolierung, Kultivierung sowie die Methoden 
der Zellevaluierung beschrieben. Eine Auflistung der Materialien, Lösungen und Geräte 
befindet sich im Anhang XII.1. 
VI.1 Zellisolierung 
Die Zellisolierung erfolgte durch postoperative Gewinnung von EC und FB aus 20 HLM. 
Je HLM wurden zwei Isolationsmethoden getestet und miteinander sowie gegen vaskulär 
isolierte EC und FB verglichen.  
VI.1.1 Patientenkollektiv 
Alle 20 HLM, die zur Zellisolierung genutzt wurden, waren von Operationen an Patienten 
der Herzchirurgischen Klinik und Poliklinik der Ludwig-Maximilians-Universität 
München. Operationsdatum, Patientenalter und Geschlecht sowie Bypasszeit wurden 
dokumentiert. Ausschlusskriterium war eine Bypasszeit von unter 60 min. 
Die Studie wurde durch die Ethikkommission der LMU überprüft und genehmig. Es liegt 
eine Unbedenklichkeitsbescheinigung vor. Die Materialien wurden nach 
vorangegangener freiwilliger und unterschriftlicher Zustimmung des Patienten in 
anonymisierter Form weiterverwendet.  
VI.1.2 Zellgewinnung durch Dichtegradientenzentrifugation aus Blut und 
großporigem Filter 
Im Anschluss an einen offenen herzchirurgischen Eingriff erfolgte der Abbau der HLM 
durch die Kardiotechnik. Nach vorangehend erfolglosen Zellisolationsversuchen 
(20 HLM) bei denen die Zellen nach dem Transport ausgetrocknet waren, wurden folgend 
die Zu- und Abflüsse des dualen Reservoirs (Inspire 6, Sorin Group, Mirandola, ITA) 
noch im Operationssaal abgeklemmt. Dies sollte die Verdunstung von Flüssigkeit und so 
ein Austrocknen der Zellen sowie eine Kontamination des Blutes durch Pathogene oder 
Toxine während des Transports verhindern. Zur raschen Weiterverarbeitung wurde das 
duale Reservoir in einem geschlossenen Transportgefäß in das Labor gebracht. Unter 
sterilen Bedingungen (Laminar Airflow Hera Safe, Kendro Lab Products, Hanau, GER) 
wurden 200 ml des drainierten Bluts in einen sterilen Kunstoffbehälter mit Schraubdeckel 
gefüllt. Das Blut wurde mit 200 ml phosphatgepufferter Saline (PBS, Biochrom GmbH, 
Berlin, GER) verdünnt. PBS als isotonische Pufferlösung, ermöglicht das Arbeiten bei 
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konstantem pH-Wert (7,4).  
Das duale Reservoir wurde anschließend geöffnet und der Partikelfilter aus der 
Kardiotomie-Sektion sowie der Entschäumer aus dem Übergang zur venösen Sektion in 
3 x 3 cm große Stücke geschnitten und in die Blut-PBS-Suspension im sterilen 
Kunststoffbehälter hinzugegeben. 
 
Abbildung 13: Aufbau des dualen Reservoirs der Herz-Lungen-Maschine. Die venöse Sektion (A), welche den 
zweiblättrigen Filter enthält befindet sich links; rechts: Das Kardiotomiereservoir (B), in welchen das Blut per Sauger 
aus dem Operationssitus sammelt und den Schaumstofffilter enthält; Im Versuchsaufbau verwendete HLM-Teile: 1: 
zweiblättriger feinporiger Filter, 2: Restblut + NaCl, 3: Schaumstoff aus Übergang zu venöser Sektion, 4: 
Schaumstofffilter für große Partikel  
Bei 37 °C wurde die Lösung über 10 min mit einer Frequenz von 100/min im 
Inkubationsschüttler (KS 15 + TH15, Edmund Bühler GmbH, Hechingen, GER) 
geschüttelt, um Zellen aus den Filtern auszuwaschen. Im Anschluss konnte die 
Suspension in 8 x 50 ml-Falconröhrchen überführt und für 10 min bei 450 g zentrifugiert 
werden. So wurde nach Abtragung des zellfreien Überstandes ein konzentriertes 
Zellpellet erzeugt, welches 1:1 mit Medium 199 (M199 Earle’s, Biochrom GmbH) 
resuspendiert wurde. M199 ist eine Lösung mit Earle’s Salzen, Zucker, Aminosäuren und 
Vitaminen, die als kurzfristige Nährstoffquelle für Zellen dient. 
Nach Woywodt et al. sind EC und FB in der mononukleären Zellfraktion enthalten [123]. 
Um diese zu erhalten, erfolgte die Auftrennung des resuspendierten Zellpellets nun 
mithilfe der Dichtegradientenzentrifugation [121]. 
Dichtegradientenzentrifugation 
Die Dichtegradientenzentrifugation ist ein physikalisches Trennverfahren für Partikel 
unterschiedlicher Dichte, die in einer Suspension enthalten sind. Die Auftrennung basiert 
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Formel 2: oben die Svedberg-Gleichung: ϑ Sedimentationsgeschwindigkeit, d Durchmesser des Partikels, g relative 
Zentrifugalbeschleunigung, ƞ Viskosität des Mediums, pp Dichte des Partikels, pm Dichte des Mediums;  
unten der Sedimentationskoeffizient S: ϑ Sedimentationsgeschwindigkeit, r Rotorradius, ω Winkelgeschwindigkeit 
[124] 
Je größer der Dichtegradient des Partikels zum umgebenden Medium, desto schneller 
sedimentiert er aus. Dieser Vorgang ist zudem abhängig von dessen Durchmesser, der 
relativen Zentrifugalbeschleunigung sowie der Viskosität. Unter konstanten 
Bedingungen lässt sich so der Sedimentationskoeffizient eines Partikels im 
Zentrifugalfeld bestimmen (siehe Formel 2). 
Der Sedimentationskoeffizient unterschiedlicher Zellpopulationen, welche sich in der 
Blutzellpelletsuspension befinden, liegt in einem engen Bereich von 107-108 S. Für eine 
suffiziente Auftrennung bedient man sich eines umgebenden Mediums, das in seiner 
Dichte genau zwischen den gesuchten und den auszusortierenden Zellen liegt. [124] 
 
Tabelle 5: Dichtebereiche und mittlere Dichte humaner Blutkomponenten [124] 






Plasma/Serum - 1,026 
Thrombozyten 1,040–1,060 1,058 
Monozyten 1,059–1,068 1,065 
Lymphozyten 1,066–1,077 1,070 
Basophile 1,075–1,081 1,079 
Neutrophile 1,080–1,099 1,082 
Eosinophile 1,088–1,096 1,092 
Erythrozyten 1,090–1,110 1,100 
 
Biocoll® (Biocoll seperating solution, Biochrom GmbH) ist ein solches Medium. Es 
enthält hydrophile Polysucrose, die in einer isotonischen Lösung physiologischen pHs 
gelöst ist. Die definierte Dichte von Biocoll® beträgt 1,077 g/ml (siehe Abbildung 14). 
Erythrozyten werden nachfolgend nicht benötigt und sind deswegen auszusortieren. Mit 
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pelletieren, während die Zellen der mononukleären Zellfraktion mit den Lymphozyten 
und einem Anteil der basophilen Granulozyten leichter sind und sich in einer Interphase 
über dem Biocoll® und unter einem Überstand aus M199 (< 1,077 g/l) absetzen [124]. 
 
Abbildung 14: Dichte der Zellen im Blut (graue Linie Serum: 1,026 g/ml): Monozyten (Mon.), Lymphozyten (Lymp.), 
basophile Granulozyten (Bas.), neutrophile Granulozyten (Neut.), eosinophile Granulozyten (Eos.), rote 
Blutkörperchen (RBC); schwarze Linie beschreibt die Dichte von Biocoll (1,077 g/ml) [125]. 
Durchführung 
Je 35 ml der Blutzellpelletsuspension wurde vorsichtig auf 15 ml Biocoll® in ein 
50 ml-Falconröhrchen getropft. Hierbei war es wichtig, keine Verwirbelungen zu 
erzeugen, um die Auftrennung nicht mechanisch zu stören. Nach 25 min Zentrifugation 
bei 1000 g war die Suspension dichteabhängig in Fraktionen unterteilt. Der Überstand 
aus M199 konnte abpipettiert und verworfen werden. Der Zellring, der dem Biocoll® 
auflag, wurde vorsichtig abgetragen. Da Biocoll® über einen längeren Zeitraum 
zytotoxisch wirkt, sollte eine Kontamination im Folgenden vermieden werden. 
 
Abbildung 15: Auftrennung nach Dichtegradientenzentrifugation: oben Plasma (gelb), dann mononukleärer Zellring 
(weiß), Biocoll (hellrot), Erythrozyten (rot) unten im Falconröhrchen [126] 
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Es folgten zwei Waschvorgänge, dem erhaltenen Zellpellet fügte man die dreifache 
Menge an M199 hinzu. Der erste Waschdurchlauf erfolgte für 10 min bei 300 g, der 
zweite Durchlauf für 10 min bei 200 g. 
Das Zellpellet, das schlussendlich entstand, konnte mit 2 ml M199 resuspendiert werden. 
Je 1 ml Zellsuspension wurde in eine T12,5 Zellkulturflasche überführt und mit 4 ml 
Wachstumsmedium kultiviert (37 °C/ 5 % CO2). In je eine Zellkulturflasche wurde 
Fibroblastenwachstumsmedium (FB-GM, Fibroblast Cell Growth medium, Promocell 
GmbH), beziehungsweise Endothelzellwachstumsmedium (EC-GM, Endothelial Cell 
Growth medium, Promocell GmbH) zugefügt. Das GM setzte sich aus 500ml 
Wachstumsmedium, 10% Wachstumsfaktorenzusatz (Endothelial/Fibroblast Cell 
Growth Supplement, Promocell, 1% Penicillin-Streptomycin (Penicillin- Streptomycin 
Solution stabilized, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, GER) und 10% Fetalem 
Kälberserum (FCS, Biochrom AG) zusammen. 
VI.1.3 Zellgewinnung aus feinporigem Filter 
Zudem erfolgte die Zellgewinnung durch Kultivierung des zweiblättrigen feinporigen 
Filters der venösen Sektion in Fibroblasten-Wachstumsmedium. 
Die Porengröße der Filter beträgt 41 µm und 120 µm. Der Längsschnitt einer EC beträgt 
im Durchschnitt 10-25 µm, einer CEC 10-100 µm, einer EPC < 20 µm und eines 
FB 50 µm [103, 127]. Da durch Nathusius et. al. mit dieser Methode keine EC gewonnen 
werden konnten, erfolgte die Kultivierung ausschließlich mit FB-GM [100]. 
Nach der Öffnung des dualen Reservoirs wurde unter sterilen Bedingungen die 
blutbedeckte Spitze des feinporigen Filters in drei 3,5 cm x 5 cm große Teile geschnitten. 
Die Filterteile wurden durch vorsichtiges Schwenken in M199 gewaschen und so von 
Erythrozyten befreit. Anschließend konnten die Filterteile in Zellkultur-Petrischalen 
platziert werden. Deckgläser, die mit Silikonpaste über den Filterstücken befestigt 
wurden, verhinderten die Bewegung der Gewebeteile im Wachstumsmedium. Die 
Filterstücke wurden mit je 12 ml FB-GM im Brutschrank kultiviert (37 °C/ 5 % CO2).  
VI.1.4 Gewinnung der vaskulären EC und FB der Kontrollgruppe 
Für die Auswertung wurden als Kontrollgruppe vaskuläre EC und FB herangezogen, Die 
Gewinnung dieser erfolgte gemäß einem standardisierten Protokoll des Labors nach 
Bypassoperationen aus überschüssigem Material der V. saphena magna (2016).  
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EC konnten durch einen zweischrittigen enzymatischen Prozess mit einer Lösung welche 
Kollagenase enthielt aus der Gefäßwand gelöst werden. FB wurden durch die direkte 
Kultivierung von Gewebestücken mittels „Deckglasmethode“ gewonnen [128]. 
VI.2 Zellkultur 
Die folgenden Methoden wurden nach standardisierten Arbeitsanweisungen des Labors 
für Tissue Engineering (2016) durchgeführt: Ein partieller Medienwechsel erfolgte alle 
zwei Tage. Proliferationsfortschritte wurden mikroskopisch beurteilt, dokumentiert und 
analysiert. 
Um eine ausreichende Zellausbeute zur nachfolgenden Evaluation der Zellen zu 
erreichen, wurden die Zellreihen bei Konfluenz in größere Kulturflaschen passagiert. 
Die meisten Zellen sind jedoch nicht unbegrenzt teilungsfähig. Sie zeigen nach etwa 
50±10 Populationsverdopplungen Seneszenz, dann ist das sogenannte Hayflick-Limit 
erreicht [129]. Zur verlängerten Haltbarkeit wurden die Zellen vor Weiterverarbeitung 
durchschnittlich nach Passage 3-5 kryokonserviert. 
VI.2.1 Passagieren 
Wies der Zellrasen eine Konfluenz von 90 % auf, konnten die Zellen in größere 
Zellkulturflaschen überführt werden. Hierfür wurde das Kulturmedium komplett entfernt 
und die Flasche über 2 min mit PBS gewaschen (Details siehe Tabelle 6). 
Anschließend konnten die Zellen während einer Inkubationszeit von 3 min (EC) 
beziehungsweise 5 min (FB; 37 °C/ 5 % CO2) mit dem proteolytischen Enzym Trypsin 
(Trypsin-EDTA Lösung (10 %), Sigma-Aldrich Chemie GmbH, GER) vom 
Flaschenboden abgelöst werden. Wenn sich die Zellen nicht vollständig vom Boden 
lösten, wurde ein Zellschieber zu Hilfe genommen. Da Trypsin über einen längeren 
Zeitraum zytotoxisch ist, musste die Zell-Trypsin-Suspension nach der abgelaufenen 
Inkubationszeit in eine Stopplösung aus M199 und FCS überführt werden. Diese Lösung 
wurde dann für 5 min bei 500 g zentrifugiert. Nach Abpipettieren des Überstandes konnte 
das Zellpellet je nach Zelltyp in EC-GM beziehungsweise FB-GM resuspendiert und auf 
einer größeren Wachstumsfläche ausgebracht werden. 
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Tabelle 6: Arbeitsschritte zur Passage von Zellkulturen (SOP Labor Tissue Engineering) 








Waschvorgang PBS 2 6 12 15 
Inkubation mit proteolytischem Enzym Trypsin EC: 3; FB 
5 
1,5 3 5 
Zentrifugation mit Stopplösung M199 + FCS 5 7 + 2 8 + 
3  
9 + 5  
Zellpellet mit Wachstumsmedium aussähen Wachstumsmedium  5 18 30 
 
Die Wahl der Zellkulturflaschen ist in Abbildung 16 zu sehen. Je nach Zellzahl waren 
auch Abweichungen von diesem Plan möglich. 
 
Abbildung 16: Passage auf nächstgrößere Wachstumsfläche bis zur Kryokonservierung. Tn: n=Wachstumsfläche in 
cm2. 
VI.2.2 Kryokonservierung 
Zur längerfristigen Lagerung wurden die Zellen nach Passage 3-5 kryokonserviert. 
Hierzu wurde das Zellpellet nach Trypsinierung und Zentrifugation (siehe VI.2.1VI.2) in 
einem Gefriermedium resuspendiert. Dieses Medium bestand aus Wachstumsmedium, 
FCS und dem organischen Lösungsmittel DMSO (Dimetylsulfoxid, Sigma-Aldrich 
Chemie GmbH) in einem Verhältnis von 70%/ 20%/ 10%. Nach der Zugabe von DMSO 
ist aufgrund dessen Zytotoxizität bei Raumtemperatur eine rasche Aufteilung der 
Suspension von je 1,5 ml in Kryoröhrchen und deren Lagerung bei -80 °C anzustreben. 
Die Zellen einer T175 Zellkulturflasche wurden in der Regel auf drei Kryoröhrchen 
aufgeteilt. In speziellen Einfrierbehältern werden die Zellen um 1 °C pro Minute 
heruntergekühlt. 
FCS wirkt durch die enthaltenen Proteine, als Zellschutz im Gefrierprozess. DMSO 
verhindert als penetrierendes Gefrierschutzmittel die Bildung von Eiskristallen, welche 
die Zelle und ihre Organellen zerstören würden. [130] 
T12,5/ 
3 Petrischalen
T75 T175 2 x T175 4 x T175 Kryokonservierung
VI Methoden 39 
VI.2.3 Auftauen der Zellen 
Um die Zellen aufzutauen, wurden je Kryoröhrchen 12 ml Auftaumedium, bestehend aus 
80 % M199 und 20 % FCS (37 °C) vorbereitet. Die Kryoröhrchen konnten im Wasserbad 
bei 37 °C leicht angetaut werden. Anschließend wurde die angetaute Suspension aufgrund 
der Toxizität von DMSO bei Raumtemperatur möglichst zügig in das Auftaumedium 
überführt. 
Die Suspension wurde über 5 min bei 500 g zentrifugiert und der Überstand an 
Auftaumedium abpipettiert. Das Zellpellet wurde in eine T75 oder T175 Zellkulturflasche 
ausgesät und mit 16 ml beziehungsweise 30 ml zellspezifischem Wachstumsmedium 
kultiviert (37 °C/ 5 % CO2). 
VI.2.4 Zellzählung 
Zur Bestimmung der Zellzahl, welche für bestimmte Versuchsaufbauten benötigt wird, 
wurde nach Trypsinierung und Zentrifugation das Zellpellet in Wachstumsmedium 
resuspendiert. 10 µl Zellsuspension wurden mit 40 µl Trypanblau (Benzaminblau 0,4 %, 
Sigma Aldrich Chemie GmbH) vermischt. Trypanblau kann aufgrund seiner molaren 
Masse von M = 960,8 g/mol gesunde Zellmembranen nicht durchdringen und der anione 
Farbstoff intrazellulär nicht an Proteine binden. So bleiben vitale Zellen hell. Avitale 
Zellen besitzen eine gestörte Membranbarriere und verfärben sich dunkelblau [130]. 
10 µl der Trypanblau-Zellsuspension wurden in eine Neubauer-Zählkammer gegeben und 
unter dem Lichtmikroskop analysiert. 
 
 
Abbildung 17: Neubauer-Zählkammer: Die Zellzählung erfolgte in den je 16 Quadraten (0,25x0,25 mm) der vier 
äußeren 1x1 mm großen Quadranten [131] 
Die vitalen und avitalen Zellen in den vier äußeren großen weißen Quadraten wurden 
getrennt gezählt, siehe Abbildung 17. 
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Der Mittelwert der vier Quadrate konnte mit dem Verdünnungsfaktor 5 (Trypanblau zu 
Zellsuspension 4:1) und mit 10 multipliziert werden, so erhält man die Zellzahl je 
Mikroliter (siehe Formel 3: Zellzählung in Neubauer-Zählkammer. Formel für 
Berechnung der Zellzahl/µl).  
 



























𝐴𝑛𝑧𝑎ℎ𝑙 𝑑𝑒𝑟 𝑍𝑒𝑙𝑙𝑒𝑛 𝑖𝑛 4 𝑄𝑢𝑎𝑑𝑟𝑎𝑡𝑒𝑛
4
× 5 × 10 
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VI.3 Evaluation der Zellen  
Die EC und FB wurden zwischen Passage 3 und Passage 6 untersucht. Zur Evaluierung 
der Zellen wurde eine WST-Zellviabilitätsbestimmung (Water-soluble tetrazolium salt), 
immunhistochemische Anfärbung, Immunfluoreszenz sowie ein Kultivierungsversuch 
unter Fluss mit anschließender Immunfluoreszenz durchgeführt. 
VI.3.1 WST-Zellviabilitätsbestimmung 
Hintergrund 
Die Proliferationsgeschwindigkeit der Zellen wurde per Substratumsatz pro Zeit mittels 
WST-1-Zellviabilitätsbestimmung gemessen. Die Succinat-Tetrazolium-Reduktase, ein 
Teil des mitochondrialen Atmungskomplexes, spaltet das im Wachstumsmedium gelöste 
stabile hellrote Tetrazolium Salz WST-1 zu wasserlöslichem Formazan. Es erfolgt eine 
Gelbverfärbung des Mediums, welche durch konsekutive Änderung der optischen Dichte 
spektrophotometrisch bestimmt werden kann. Die spektrophotometrische 
Messwellenlänge beträgt 420-480 nm. 
Die Änderung der optischen Dichte korreliert in ihrer Ausprägung direkt mit der Anzahl 
der vitalen Zellen, da die Bioreduktion von WST von der zellulären NAD(P)H 
(Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat) Produktion, also der glykolytischen 
Aktivität abhängig ist [124]. 
 
 
Abbildung 18: WST-Zellviabilitätsbestimmung. Reduktion von WST-1 zu Formazan durch die zelluläre 
Dehydrogenase, hierdurch kommt es zu einem Farbumschlag. 
Durchführung 
Bei einer Konfluenz der Zellen von 90 % in den Zellkultur-Flaschen, konnten die Zellen 
trypsiniert und zentrifugiert werden (siehe VI.2.1). Das Zellpellet wurde mit 
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Wachstumsmedium resuspendiert. In der Neubauer-Zählkammer erfolgte die Zellzählung 
mittels Trypanblaufärbung (siehe VI.2.4). Anschließend konnten je 50.000 Zellen je Well 
in eine 9-Well-Platte (Richtwert für FB 5x104 Zellen/cm2) ausgesät und mit 2 ml 
Wachstumsmedium kultiviert werden. 
Im Abstand von je 24 h erfolgten drei spektrophotometrische Messungen. Hierzu wurden 
drei Wells, welche Zellen enthalten, sowie ein Well ohne Zellen als Leerwertkontrolle für 
45 min mit je 500 µl WST/ Wachstumsmedium in einem Verhältnis von 1:10 (WST-1, 
Roche Diagnostics GmbH, GER) inkubiert (37 °C / 5 % CO2). Anschließend wurden 
dreimal 100 µl der WST/Wachstumsmediums-Lösung je Well in eine 96-Well-Platte 
überführt. Diese Platte wurde in einem Spektrophotometer (Multiscan Ex, Thermo 
electron corporation, CHN) platziert, welches die Messwerte in der Ascent Software am 
PC darstellte. Als Positivkontrolle dienten bekannte EC-/FB-Zelllinien, welche aus 
Venen isoliert wurden. Die Auswertung der Daten erfolgte mit Microsoft Excel.  
Die absoluten Werte der optischen Dichte wurden je Isolationsmethode und 
Wachstumsmedium mit der Kontrollgruppe verglichen. Da die optische Dichte jedoch 
von der Anzahl vitaler Zellen abhängig war, wurde zudem die Proliferationsrate 
verglichen. Zwar wurde die gleiche Anzahl an Zellen initial ausgesät, jedoch 
unterscheidet sich die Anzahl der Zellen, die nach 24 h adhärierten. Deshalb wurden zur 
Berechnung der Proliferationsrate die Werte der optischen Dichte nach 24 h als 
Referenzpunkt gesetzt und die Werte nach 48 h und 72 h auf diesen ersten Wert bezogen. 
VI.3.2 Immunzytologie 
Zur Identifizierung und Typisierung der Zellreihen wurden immunologische Färbungen 
durchgeführt. Hierbei können durch Antikörperbindung spezifische Zellproteine sichtbar 
gemacht werden. 
Hintergrund 
Das Prinzip der immunhistochemischen Färbung basiert auf einer Antigen-
Antikörperreaktion sowie der daran gekoppelten Enzym-Substratumsatz-(Chromogen)-
Reaktion. 
Bei allen immunologischen Färbungen binden Immunglobuline G als primäre Antikörper 
mit der Fab-Region (Antigen-binding-fragment) an zellspezifische Epitope (meist 
Proteine oder Nucleinsäuren). Ein sekundärer Antikörper ist gegen die Spezies des ersten 
Antikörpers gerichtet und bindet mit seiner Fab-Region an der Fc-Region (crystallisible-
fragment) des ersten Antikörpers. Die Antikörper entstammen einer unterschiedlichen 
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Spezies als das untersuchte Material (Mensch), um unspezifische Bindung zu verhindern. 
Sekundäre Antikörper fungieren als Signalverstärkung, da mehrere sekundäre an einen 
primären Antikörper binden können, so ist die Methodik sensitiver und deshalb auch 
durch den Verbrauch geringerer Mengen an primären Antikörpern preiswerter. 
Bei der Immunhistochemie im vorliegenden Versuchsaufbau ist der sekundäre 
Antikörper biotinyliert, bindet also kovalent Biotin. 
Das Enzym, welches durch Enzym-Substratumsatz-(Chromogen)-Reaktion zur 
Anfärbung eingesetzt wird, ist die Meerrettich-Peroxidase (HRP, Horseradish 
peroxidase). Mit einem Molekulargewicht von 40kDa kann das Enzym gut die 
Zellmembran durchdringen und auch intrazelluläre Epitope markieren. Die HRP oxidiert 
Hydrogenperoxid zu Wasser und den Elektronendonor AEC (3-Amino-9-Ethylcarbazol) 
zu einem wasserunlöslichen, roten Niederschlag [132]. Dieser Niederschlag ist im 
Lichtmikroskop detektierbar. HRP ist an den Signalverstärker Streptavidin gebunden, ein 
Protein, das aus den Bakterien Streptomyces avidinii gewonnen wird. Streptavidin besitzt 
vier Bindungsstellen für Biotin, so dass ein weiterer HRP-Streptavidin-Komplex an das 
Biotin des sekundären Antikörpers binden kann. Streptavidin fungiert als 
Signalverstärker, da je sekundärem Antikörper mehrere Komplexe binden können, so 
dass es zu mehr Farbniederschlag pro Fläche kommt [133]. 
 
 
Abbildung 19: Färbevorgang der Immunhistochemie: Primäre Antikörper (blau) binden an das Antigen des Gewebes 
(grau), sekundäre biotynilierte Antiköper (grün) binden am ersten Antikörper, der Streptavidin-HRP-Enzymkomplex 
(grau und rot) bindet wiederum am Biotin (blau) des sekundären Antikörpers [134]. 
Die im Versuchsaufbau gewählten Antikörper dienten der Identifizierung der FB (TE-7) 
und EC (VE-Cadherin, PECAM, vWF), welche im TE von Herzklappen eingesetzt 
werden, sowie dem Ausschluss von Kokulturen mit Herzmuskelzellen (Myosin heavy 
chain), glatter Muskulatur (SMC) und Myofibroblasten (α-Aktin), siehe Tabelle 7.   
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Alle im Folgenden verwendeten Marker waren im Labor vorbekannt und die optimale 
Verdünnung im Färbeprozess bereits evaluiert. Für den Herzmuskelmarker Anti-Myosin 
heavy chain gab es kein standardisiertes Laborprotokoll. Deshalb wurde durch die 
Anfärbung von Herzmuskelzellen der Marker auf seine Färbeeigenschaften getestet und 
eine Verdünnungsreihe zur Evaluierung der optimalen Verdünnung erstellt. 
Hierfür wurde humaner Herzmuskel durch eine aufsteigende Alkoholreihe in Paraffin 
gebettet, die Paraffinschnitte auf Objektträgern in einer absteigenden Alkoholreihe 
hydriert und in den Verdünnungen 1:50, 1:100, 1:200, 1:500 und 1:1000 mit 
immunfluorochromen sekundären Antikörpern gefärbt. Unter dem 
Immunfluoreszenzmikroskop wurde, um unspezifische Bindungen zu vermeiden, der 
Schnitt mit der stärksten Verdünnung bestimmt, welcher noch zu einer ausreichenden 
Anfärbung führt.  
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Nach Trypsinierung und Zählung der Zellen (siehe VI.2.4), konnten 
15.000 Zellen je Well in einen 8-Well-Objektträger ausgesät werden. Im Inkubator 
(37 °C/ 5 % CO2) adhärierten die Zellen über eine Stunde. Anschließend wurde der 8-
Well-Objektträger mit Wachstumsmedium über Nacht im Brutschrank kultiviert. 
Konnte am nächsten Tag bei der mikroskopischen Evaluation die Konfluenz der Zellen 
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festgestellt werden, wurde das Wachstumsmedium vollständig entfernt und die Zellen mit 
PBS für 2 min gewaschen. Im Anschluss folgte die Fixierung der Zellen in -80 °C 
vorgekühltem 96 %-igem Ethanol. Ethanol konserviert die Zellen und fixiert die 
Zellmorphologie. 
Die Objektträger wurden nun ohne Kammeraufsatz weiterverarbeitet. Nach dem ersten 
Waschdurchlauf in PBS für 2 x 3 min wurden für 10 min die endogenen Peroxidasen in 
1: 200 H2O2 + PBS (Wasserstoffperoxid 30 %, Merck KgaA) abgesättigt. Dieser Schritt 
verhindert durch Blockierung endogener substratspezifischer Enzyme falsch-positive 
Ergebnisse. 
Nach erneutem Waschdurchlauf mit PBS (2 x 3 min) wurde der Primärantikörper in 
Antikörper-Verdünnungsmittel aufgetragen, Verdünnungen siehe Tabelle 7 (Antibody 
Diluent, DakoCytomation). Der primäre Antikörper wurde für 30 min inkubiert, 
anschließend die ungebundenen Antikörper mit PBS gründlich abgewaschen. 
Die biotinylierten zweiten Antikörper (Goat Anti-Mouse und Goat Anti-Rabbit, 
CytoScan-Biotinylated Link, Cell Marque, Sigma Aldrich Chemie GmbH) fungierten als 
Brückenantikörper und wurden im nächsten Schritt auf die Zellen aufgetropft und für 
10 min inkubiert. Auf einen weiteren Waschdurchgang folgte die Inkubation der Zellen 
für 10 min mit dem Enzymkomplex HRP Streptavidin Link (Cytoscan HRP Label, Cell 
Marque, Sigma Aldrich Chemie GmbH, GER). Nach erneutem Auswaschen wurden die 
Zellen für 10 min mit dem AEC-Peroxidase Substrat inkubiert (5 ml Aqua dest + 
2 Tropfen Pufferlösung + 3 Tropfen Farbsubstrat + 2 Tropfen H2O2, Ampuwa Aqua ad 
injectabilia, Fresenius Kabi, GER, AEC Substrate Kit, Vector Alexis, GER). Dieses 
wurde mit Leitungswasser für 2 min abgespült. Mit Meyers Hämalaunlösung 1:4 in PBS 
(Merck KGaA, GER) erfolgte für 2 min eine Gegenfärbung der Zellkerne. Die 
Objektträger wurden dann für 5 min mit Leitungswasser gesäubert und gebläut und 
anschließend mit wässrigem Eindeckmedium und Deckglas eingedeckt. 
Die Objektträger wurden unter dem Lichtmikroskop (Zeiss Axiovert 35, Carl Zeiss 
GmbH, GER) betrachtet, digitalisiert (Leica DMR, Leica Camera AG, GER) und 
dokumentiert.  
Die Auswertung erfolgte visuell im Vergleich zur Negativkontrolle. Die Beurteilung der 
Markerexpression erfolgte anhand der Leuchtkraft, der quantitativen Verteilung des 
Markers innerhalb der Zellen beziehungsweise der Anzahl der gefärbten Zellen. Die 
Färbung wurde dann im Hinblick auf die Anfärbung als negativ, schwach, stark und sehr 
stark angefärbt kategorisiert.  
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Jeder Färbedurchlauf beinhaltete eine Positivkontrolle mit bekannten EC und FB sowie 
eine Negativkontrolle ohne primären Antikörper zur Detektion von Hintergrundfärbung 
oder falsch positiven Reaktionen. 
VI.3.3 Immunfluoreszenz  
Hintergrund  
Analog zur Immunhistochemie gelingt mit der Immunfluoreszenz der Nachweis 
zellspezifischer Makromoleküle (meist Proteine oder Nucleinsäuren) sowie deren 
Lokalisation innerhalb der Zelle mittels eines primären Antikörpers. Dieser ermöglicht 
eine Bindung der sekundären Antikörper, welche mit fluorochromen Farbstoffen 
konjugiert sind. 
Das Fluoreszenzmikroskop regt Fluorochrome durch Bestrahlung der Zellen bei 
definierter Wellenlänge (vorbekannte Absorptionsmaxima) zur Absorption von Photonen 
an. Hierdurch erfolgt der Übergang von Elektronen in ein energiereicheres Niveau. Kurz 
darauf geben die Fluorochrome die Energie wieder frei und es ist möglich die spontane 
Emission von Licht zu messen. 
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Mesenchymale Stammzellen 
Um die Existenz von Stammzellen zu untersuchen wurde eine Immunfluoreszenzfärbung 
mit den Markern CD45 (Cluster of Differentiation), CD73, CD90 und CD105 
durchgeführt. Die Positivität von CD73, CD90 und CD105 sowie die Negativität von 
CD45 sind die von Dominici et al. beschriebenen minimalen Voraussetzungen zur 
Identifikation mesenchymaler Stammzellen [136]. 
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Die Färbung wurde beispielhaft an zwei Zelllinien durchgeführt. Eine Zelllinie, die mit 
EC-GM kultiviert wurde und eine mit FB-GM kultivierte Zelllinie.  Die Färbung erfolgte 
entsprechend eines Protokolls des Labors für Biomechanik, der Orthopädischen Klinik 
und Poliklinik. Die zu untersuchenden Zellen wurden, wie in VI.3.2, in 8-Well-Platten 
kultiviert und nach Entfernung des Wachstumsmediums mit PBS für 2 min gewaschen. 
Anschließend wurden die Zellen über 10 min mit 4 °C kaltem Paraformaldehyd (PFA; 
4 %) fixiert. PFA vernetzt Proteine reversibel und konserviert so die Zellen. 
Mit einem Waschpuffer bestehend aus 1 l PBS und 1 ml Brij (Merck KgaA) wurden die 
Zellen für 3x5 min gespült. Das Blocken unspezifischer Proteinbindungsstellen zur 
Reduzierung von Hintergrundstrahlung erfolgte mit 5 % Bovinem Serum Albumin (BSA, 
Sigma Aldrich Chemie GmbH) für 30 min bei Raumtemperatur. Die Lösung wurde 
vollständig entfernt und der primäre Antikörper in PBS mit 5 % BSA aufgetragen 
(Verdünnung siehe Tabelle 9) und über Nacht bei 4 °C inkubiert. Am nächsten Morgen 
wurde der primäre Antikörper vollständig entfernt und die Zellen 3 x 5 min mit dem 
Waschpuffer gewaschen. Anschließend wurden die Zellmembranen mit 0,1 % Triton-X-
100 (Carl Roth GmbH) in PBS für 15 min permeabilisiert. Triton-X löst Proteine aus den 
Zellmembranen und macht diese dadurch durchlässig für die Antikörper. Nach einem 
weiteren Waschdurchlauf konnte der sekundäre Antikörper in PBS verdünnt aufgetragen 
und für 30 min bei Raumtemperatur inkubiert werden. Nachdem dieser gründlich mit dem 
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Waschpuffer entfernt wurde, konnten die Zellkerne mit DAPI 1:1000 in PBS über 5 min 
gegengefärbt werden. DAPI wurde mit dem Waschpuffer abgewaschen, die Kammern 
des Objektträgers entfernt und die Wells mit Ibidi© Mounting Medium und Deckglas 
eingedeckt. Eine Negativkontrolle, die ohne ersten Antikörper gefärbt wurde, wurde 
durchgeführt, um unspezifische Signale zu detektieren. 
Mit dem Fluoreszenzmikroskop (Axio Observer, Zeiss MicroImaging GmbH) wurden 
Bilder aufgenommen und dokumentiert.  
VI.4 Zellkultivierung unter Fluss 
EC sind in vivo dem kontinuierlichen Blutfluss ausgesetzt und passen sich diesem an. 
Deshalb wurde ein Versuchsaufbau konzipiert, welcher den Blutfluss in vivo simuliert. 
Hierbei wurden die EC für 24h unter Fluss kultiviert und anschließend untersucht. 
Hintergrund  
Zur Flussgenerierung wurde ein Pumpensystem von Ibidi© verwendet, welches aus einer 
Pumpe, einer Flusseinheit, einem Perfusionsset, der Computersoftware und den 
Kanalobjektträgern besteht (siehe Abbildung 20). 
 
 
Abbildung 20: Aufbau des Flussversuches: Der Kanalobjektträger (µ-Slide) wird an die Flusseinheit angeschlossen, 
die sich im Inkubator befindet. Diese ist über einen Schlauch an der Pumpeinheit angeschlossen, welche durch den 
Computer gesteuert wird [137]. 
Die Ibidi© -Pumpe ist eine computergesteuerte Luftdruckpumpe, welche an die 
Flusseinheit angeschlossen ist. Die Flusseinheit steht im Inkubator und reguliert über die 
Druckluft aus der Pumpe die Flussgeschwindigkeit und -richtung des Zellmediums im 
Kanalobjektträger. Durch elektrische Ansteuerung von Ventilen wird in gekreuzten 
Schlauchsystemen der Luftdruck sowie der Medienfluss kontrolliert, sodass die 
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Flussrichtung unidirektional, oszillierend oder pulsatil erfolgen kann. Im folgenden 
Versuch erfolgte der Fluss unidirektional (siehe Abbildung 21). 
 
Abbildung 21: Aufbau des Pumpensystems bestehend aus der Pumpe, welche durch Luftdruck, die im Inkubator 
stehende Flusseinheit ansteuert. Durch Ventile wird der Fluss im Perfusionsset reguliert, sodass im Kanalobjektträger 
ein laminarer und unidirektionaler Fluss entsteht [137]. 
Das Perfusionsset dient als Zellmedienreservoir mit 2 x 5 ml und wird in der Flusseinheit 
an die Druckluft sowie über Schläuche (innerer Durchmesser: 1,6 mm) an die 
Kanalobjektträger als geschlossenes System steril angeschlossen. 
Der Kanalobjektträger hat eine Kanalhöhe von 0,4 mm, ist 5 mm breit, mit einem 
Volumen von 100 µl und einer Wachstumsfläche für die Zellen von 2,5 cm². Der Boden 
des Kanals ist mit Kollagen Typ IV beschichtet, um die Anhaftung der EC zu 
ermöglichen. 
Die Computersoftware PumpControl V 1.5.2, die den Luftdruck und die Regulation der 
Klappen steuert, errechnet über die Flussrate die Scherspannung und die Scherrate. 
Die Scherspannung ist definiert als die Kraft, die auf die Zellen an der Gefäßwand 
einwirkt. Sie wird angegeben in dyn/cm² und errechnet sich wie folgt:  
 
 
Formel 4: Berechnung der Scherspannung in einem rechteckigen Kanal: Zur Berechnung der Scherspannung (τ) wird 
die [dyn/cm²] dynamische Viskosität (η) [dyn*s/cm²] mit dem Faktor 131,6, welcher auf Kanalgröße beruht und der 
Flussrate (Φ) [ml/min] multipliziert. 
 
τ = η × 131,6 × Φ 
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Durchführung 
Vor Beginn des Versuches musste das System kalibriert werden. Hierzu wurde die 




(durch den Hersteller vorgegeben) in die Software eingetragen. Durch viermalige 
manuelle Messung bei einer definierten Scherspannung von 10 dyn/cm² wird ein 
Mittelwert gebildet und die Flussrate Φ [ml/min] berechnet, siehe Formel 5. Diese wird 
in der Software eingetragen, welche automatisch einen Rekalibrierungsfaktor berechnet. 





Um eine konstante Scherspannung zu erhalten, ist eine Blasenbildung innerhalb der 
Schlauchsysteme des Perfusionssets zu vermeiden. Hierzu wurden die Kanalobjektträger 
und das Perfusionssystem zwei Stunden vor Versuchsbeginn im Brutschrank auf 37 °C 
akklimatisiert. Durch ein spezielles oszillierendes Hochdruckprogramm konnten 
Luftblasen nach Befüllung des Perfusionssets mit Zellmedium und Anschluss an 
Flusseinheit und Pumpe aus dem Perfusionsset entfernt werden. 
Um den physiologischen Fluss an der Aortenklappe mit einer Scherspannung von 10-
17 dyn/cm² zu simulieren, wurde ein Versuchsaufbau gewählt, bei dem die 
Scherspannung schrittweise um 5 dyn/cm² von 5 bis 20 dyn/cm² gesteigert wurde. 
Für den Flussversuch wurde je Endothelzellreihe ein Kanalobjektträger über 24 h unter 
Flussbedingungen kultiviert, während ein zweiter Kanalobjektträger derselben 
Endothelzellreihe als statische Kontrolle, ohne Fluss im Brutschrank kultiviert wurde. 
300.000 Endothelzellen wurden nach Trypsinierung und Auszählung (siehe VI.2.4) je 
Kanalobjektträger in 100 µl EC-GM in den Kanal ausgesät und zur Adhäsion für zwei 
Stunden bei statischen Bedingungen im Brutschrank kultiviert. Nach einer Stunde 
konnten die Flüssigkeitsreservoire mit 150 µl Medium aufgefüllt werden. Mikroskopisch 
wurde anschließend die Adhärenz sowie Konfluenz der Zellen festgestellt. 
Die Kanalobjektträger wurden an das mit EC-GM befüllte Perfusionsset angeschlossen 
und mit der Flusseinheit im Brutschrank platziert. 
 
Formel 5: Errechnung der Flussrate. Die Flussrate ergibt sich durch Eintragung des Durchschnitts der viermaligen 
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Das Computerprogramm wurde mit den standardisierten Einstellungen für den 
Flussversuch über 24 h gestartet. Die Flussparameter sind in Tabelle 10 zu sehen. Ein 
Zyklus dauerte 6 h. 
 
Tabelle 10: Zyklen mit Parametern des Flussversuchs; steigende Scherspannung; Zeit des jeweiligen Zyklus; 
automatisch errechnete Flussrate und Scherspannung 
Zyklus Scherspannung  
[dyn/cm2] 




1 5 1-6 5.27 694 
2 10 7-12 10.55 1389 
3 15 13-18 15.82 2082 
4 20 19-24 21.10 2778 
 
Nach 24 h endete der Fluss automatisch und die Kanalobjektträger konnten vom 
Perfusionssystem entfernt und weiterverarbeitet werden. 
VI.5 Evaluation der Zellen unter Fluss 
Im Anschluss an die Kultivierung wurden die Kanalobjektträger unter Fluss per 
Immunfluoreszenz gefärbt, die Färbungen visuell ausgewertet und quantifiziert sowie mit 
der statischen Kontrolle verglichen. 
Für die Auswertung der Effekte der Scherspannung wurde die Konfluenz der EC unter 
dem Mikroskop verglichen. Eine Konfluenz über 90% wurde als positiv gewertet. Die 
Ausrichtung der Zellen wurde subjektiv mikroskopisch ausgewertet. Eine positive 
Veränderung wurde angenommen, wenn die längere Achse der Zelle parallel zur 
Flussrichtung lag. Proliferation sowie Quantifizierung der Zell-Zell-Verbindungen 
wurden durch das Bildbearbeitungsprogramm ImageJ (National Institute of Health, 
Version 1.51j8, USA) analysiert, wie in VI.5.2 und VI.5.3 beschrieben. 
VI.5.1 Immunfluoreszenz 
Hintergrund der Immunfluoreszenz siehe VI.3.3. Die EC wurden nach Kultivierung unter 
Fluss mit Antikörpern gegen das Adhäsionsmolekül VE-Cadherin sowie gegen F-Aktin 
gefärbt und mit der statischen Kontrolle verglichen. Eine Gegenfärbung der Zellkerne 
erfolgte mit DAPI. 
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Nach Beendigung des Flussversuches konnten die Kanalobjektträger vom Perfusionsset 
entfernt und der Kanal mit jeweils 1 ml PBS gespült werden, genauso die statische 
Kontrolle. 
Zur Fixierung inkubierten die Zellen über 10 min mit 4 % PFA. Nach Spülung des Kanals 
mit 1 ml PBS folgte das Permeabilisieren der Zellmembranen mit 0,1 % Triton-X-100 in 
PBS über 5 min. Nach einem weiteren Spülgang wurden die Zellen mit 1 % BSA in PBS 
über 20 min geblockt. 
Im Anschluss konnte der primäre Antikörper VE-Cadherin (1:200 in 1 % BSA in PBS 
gelöst; siehe Tabelle 7) aufgetragen und die Zellen über Nacht bei 4 °C inkubiert werden. 
Am nächsten Morgen wurden die Kanäle gewaschen und die Zellen mit dem zweiten 
Antikörper Goat Anti-Mouse (1:500) zusammen mit Sir-Aktin (1:1000; siehe Tabelle 8) 
und Verapamil (1:1000), in 1 % BSA in PBS verdünnt über 90 min inkubiert. Verapamil 
wird als Wirkverstärker von Sir-Actin eingesetzt, da es die Ca2-Kanäle der Zellen 
inhibiert, die Sir-Actin unerwünschter Weise aus der Zelle transportieren. 
Nach erneutem Waschen der Zellen erfolgte die Gegenfärbung mit DAPI in PBS 1:1000 
für 5 min. Die Kanäle wurden gespült und mit Ibidi Mounting Medium© eingedeckt. 
Fluoreszenzbilder wurden mit dem Mikroskop und der Axiovision-Software angefertigt. 
VI.5.2 Proliferationsbestimmung durch Zellzählung mit ImageJ  
Der Vergleich der Proliferation erfolgte unter der Annahme, dass zu Versuchsbeginn in 
beide Kanalobjektträger einer Zellreihe etwa gleich viele Zellen ausgesät wurden 
(~300.000), sodass nach 24 h eine unterschiedliche Zellzahl auf unterschiedlichen 
Proliferationsraten, resultierend aus verschiedenen Kultivierungsbedingungen, beruhen 
musste. Zellreihen, bei denen nach Flusskultivierung keine Konfluenz vorlag, wurden 
unter der Annahme ausgeschlossen, dass die Zellen während der Flusskultivierung nicht 
adhärent geblieben waren und so die Proliferationsrate fälschlich als zu gering bestimmt 
werden würde. 
Zur automatischen Auszählung der EC wurde das Bildverarbeitungsprogramm ImageJ 
verwendet. Hierfür wurden die fluoreszenzmikroskopischen Bilder der DAPI-
Zellkernfärbung in je 20- und 40-facher Vergrößerung verwendet und die Zellkerne 
gezählt. 
Das Bild wurde binär in Schwarz und Weiß verwendet und dafür manuell ein 
Schwellenwert so gewählt, dass alle Zellkerne abgebildet waren, aber kein Hintergrund 
angefärbt wurde. Anschließend wurde das Bild in eine Maske konvertiert und 
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zusammenliegende Zellkerne mittels der Wasserscheidenfunktion getrennt. Zuletzt 
konnten die Partikel analysiert werden. Die Größengrenzwerte, ab der die Partikel gezählt 
werden sollten, wurde auf 5 Pixel² festgelegt, um Artefakte von der Zählung 
auszuschließen. Die Ergebnisse wurden tabellarisch festgehalten.  
Die Abfolge der Befehle in ImageJ (Version 1.51j8) war wie folgt: 
1. Image → Adjust → Threshold 
2. Process → Binary → Convert to mask 
3. Process → Binary → Watershed 
4. Analyze → Analyze Particles:  
Size: 5-Infinity, Exclude on edges, Display results, Clear results, 
Summarize 
 
Abbildung 22: Verarbeitetes Immunfluoreszenzbild in ImageJ: Darstellung der Zellkerne in schwarz. Trennung 
zusammenliegender Zellkerne durch die Wasserscheidenfunktion, im Bild exemplarisch durch rote Pfeile markiert. 
Ausschluss von Partikeln, welcher kleiner 5 Pixel2 groß waren, siehe exemplarisch grüne Pfeile. 
VI.5.3 Quantifizierung der Zell-Zell-Kontakte mit ImageJ 
Für die Quantifizierung der Zell-Zell-Kontakte wurden die Bilder der Fluoreszenzfärbung 
mit dem VE-Cadherin-Antikörper verwendet. VE-Cadherin vermittelt die Zell-
Zellverbindung zwischen den EC. Bei gleicher Belichtungszeit aller Aufnahmen gilt: Je 
mehr Zell-Verbindungen vorhanden sind, desto mehr Antigen-Antikörper-Bindungen in 
der Fluoreszenzfärbung. Hieraus resultiert ein stärkeres Signal unter dem 
Fluoreszenzmikroskop mit einer konsekutiv helleren Darstellung im Bild. 
In dem Bildverarbeitungsprogramm ImageJ konnte der mittleren Grauwert sowie die 
korrelierende integrierte Dichte (Produkt des mittleren Grauwerts und der Fläche) des 
Fluoreszenzsignals des Bildes gemessen werden [138]. Die Werte wurden tabellarisch 
dokumentiert.  
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Die Abfolge der Befehle in ImageJ (Version 1.51j8) zur Auswertung der 
Fluoreszenzintensität war wie folgt: 
1. Analyze → Set Measurements:  
Area, Mean gray value, Min & max gray value, Integrated density 
2. Analyze → Measure  
 
Abbildung 23: Verarbeitetes Bild in Image J (Version 1.51j8): Einstellungen zur Quantifizierung der Zell-Zell-
Kontakte 
VI.6 Statistische Auswertung 
Die gewonnenen Daten wurden tabellarisch in Microsoft Excel® (Version 1912) 
dokumentiert und ausgewertet. Mittelwerte werden als Mittelwert ± Standardabweichung 
angegeben. Unterschiede zwischen den Gruppen wurden durch den ungepaarten t-Test 
überprüft. Das Konfidenzintervall wurde als signifikant* bei p< 0,05, hochsignifikant** 
bei p<0,01 und höchstsignifikant*** bei p<0,001 festgelegt. Grafiken wurden mit 
GraphPadPrism© erstellt.  
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 Ergebnisse 
VII.1 Patientenkohorte 
20 Reservoire der HLM wurden postoperativ für die Versuchsreihe verwendet. Der 
Altersdurchschnitt, der an der HLM operierten Patienten, lag zum Operationszeitpunkt 
bei 67,8±11,9 Jahren. 12 Patienten waren männlich, 8 Patienten weiblich, siehe 





Abbildung 24 oben: Alter in Jahren und Geschlechtsverteilung 
der Patienten. 
Tabelle 11 rechts: Patientenkohorte der 20 HLM. Verteilung von 
Alter in Jahren, Geschlecht und der Bypasszeit des 
kardiopulmonalen Bypasses währende der Operation in Minuten. 





87 w 82 
2 
68 w 120 
3 
75 w 66 
4 
47 m 156 
5 
72 m 93 
6 
74 m 102 
7 
66 w 179 
8 
71 m 198 
9 
73 w 102 
10 
70 m 183 
11 
80 m 138 
12 
52 m 296 
13 
74 m 87 
14 
33 m 113 
15 
64 m 159 
16 
65 m 76 
17 
63 w 154 
18 
69 w 60 
19 
81 w 143 
20 72 m 140 
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VII.2 Zellkultur 
Eine erfolgreiche Zellisolierung gelang aus 17 von 20 Reservoiren der HLM. Insgesamt 
entstanden daraus 41 Zelllinien, siehe Abbildung 25. Die zwei unterschiedlichen 
Isolierungsmethoden wiesen vergleichbare Erfolgsquoten auf. Aus dem Zellpellet, 
welches durch die Dichtegradientenzentrifugation (DG) gewonnen und mit EC-GM 
kultiviert wurde (ECDG), wurden aus 15 von 20 Reservoiren der HLM Zelllinien 
kultiviert. Bei gleicher Methodik, jedoch mit FB-GM kultiviert (FBDG), konnten 13 
Zelllinien isoliert werden (siehe VI.1.2). Gleich viele Zellreihen wurden durch die 
Isolation von Zellen aus dem Filtergewebe gewonnen, welches mit FB-GM kultiviert 
wurde (siehe VI.1.3) (FBFP). Die zwei Reservoire der HLM (Reihe 11 und 17) aus denen 
keine Zelllinie gewonnen werden konnten entstammten männlichen Patienten, ohne vom 
Durchschnitt abweichender Altersverteilung oder kardiopulmonaler Bypasszeit. Der 
Misserfolg der Zellisolation durch DG der Reihe 10 ist am ehesten auf einen 
Durchführungsfehler zurückzuführen (Umwucht der Zentrifuge bei ungleicher Beladung 
während der DG). 
 
Abbildung 25: Isolationserfolg aus 20 Reservoiren der HLM nach Methode und Wachstumsmedium. Isolationserfolg 
(grün); es konnten keine Zellen isoliert werden (rot), ECDG: Zellisolation durch Dichtegradientenzentrifugation, 
Kultivierung in EC-GM, FBDG: Zellisolation durch Dichtegradientenzentrifugation, Kultivierung in FB-GM, FBFP: 
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Bei den durch DG gewonnen Zellen konnte in der lichtmikroskopischen Evaluation der 
Zellkultur durchschnittlich 3-5 Tage nach Isolierung erstmals Zellwachstum beobachtet 
werden. Das Auswachsen der Zellen aus den Filterpapieren erfolgte etwa 1-2 Wochen 
später. Die ECDG erreichten im Durchschnitt erstmals nach 13,3±3,4 Tagen Konfluenz. 
Ohne signifikanten Unterschied hierzu erfolgte die erste Passage der FBDG im Schnitt 
nach 16,3±5,8 Tagen. Die FBFP wurden, waren signifikant später konfluent. Eine erste 
Passage erfolgte nach durchschnittlich 55,5±13,9 Tagen. 
Die Zellen, die durch die DG gewonnen wurden, konnten nach 46±16 Tagen in 
durchschnittlich 10,2±1,8 Kryoröhrchen eingefroren werden. Die Zellzählung vor der 
Kryokonservierung ergab einer ungefähren Zellzahl von 22,7 Mio.±11,5 Mio. (ECDG) 
beziehungsweise 18,4 Mio.±14,3 Mio. Zellen (FBDG). Nach durchschnittlich 
94±23 Tagen wurden 6,2±3,6 Kryoröhrchen der FBFP eingefroren. Die Zellzählung ergab 
dementsprechend 8,9 Mio.±7,8 Mio. Zellen.  
 
Abbildung 26: Tage bis zur ersten Passage in Abhängigkeit vom verwendeten Wachstumsmedium und der 
Isolationsmethode, ECDG: Zellisolation durch DG, Kultivierung in EC-GM, FBDG: Zellisolation durch DG, 
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Bei der Kultivierung der ECDG korrelierte ein längerer kardiopulmonaler Bypass mit 
einem längeren Zeitraum bis zur ersten Passage. Ansonsten war der Isolationserfolg, die 
Qualität der Zellen sowie die Anzahl der Tage bis zur Konfluenz der Zellen, respektive 
zur ersten Passage weder in direktem Zusammenhang zu der Dauer des kardiopulmonalen 
Bypasses während der Operation noch zum Alter oder Geschlecht der Patienten. 
 
 
Abbildung 27: Die Anzahl der Tage bis zur Konfluenz der Zellen, respektive zur ersten Passage in Korrelation zur 
kardiopulmonalen Bypasszeit A) sowie zum Alter der Patienten B). Es besteht eine Korrelation der ECDG zwischen 
verlängerter Bypasszeit mit einer zunehmenden Anzahl der Tage bis zur ersten Passage mit *: p<0,05, kein 
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Morphologisch ließen sich im Lichtmikroskop verschiedene Zellformen unterscheiden. 
Es waren Zellen sichtbar, die eine endotheliale Morphologie zeigten: Bis zum Vorliegen 
von Konfluenz waren längliche Zellen mit strahlenförmig dünnen Ausläufern zu 
beobachten. Unter Konfluenz wurden kopfsteinpflasterartige Zellen, die als Monolayer 
adhärierten beobachtet (Abbildung 28).  
 
Abbildung 28: Beispielhafte Darstellung typischer Morphologie der EC im Lichtmikroskop. Aufnahme von ECDG am 
Tag 4-5 nach Isolierung (A), Aufnahme am Tag der Passage 1 (B) sowie bei vollständiger Konfluenz vor der 
Kryokonservierung (C). Maßstabbalken 100 µm 
Zudem fanden sich spindelförmige längliche Zellen, die unter Konfluenz mehrschichtig 
wuchsen. Dieses Wachstumsmuster ist für Fibroblasten bekannt (Abbildung 29).  
 
Abbildung 29: Beispielhafte Darstellung typischer Morphologie der FB im Lichtmikroskop. Aufnahme von FBDG am 
Tag 4-5 nach Isolierung (A), Aufnahme am Tag der Passage 1 (B) sowie bei vollständiger Konfluenz vor der 
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Auch bei Kultivierung der Filter aus den Reservoiren der HLM in Petrischalen zeigte sich 
ein Wachstum langgestreckter Zellen entsprechend der typischen Morphologie von 
Fibroblastenkulturen (Abbildung 30). 
Abbildung 30: Beispielhafte Darstellung typischer Morphologie der FB nach Kultivierung der Filter aus den 
Reservoiren der HLM im Lichtmikroskop. Aufnahme von FBFP am Tag 4-5 nach Isolierung (A), Aufnahme am Tag 
der Passage 1 (B) sowie bei vollständiger Konfluenz vor der Kryokonservierung (C). Maßstabbalken 100 µm 
Etwa ein Drittel der Isolationen wiesen Kokulturen aus Zellen endothelialer und 
fibroblastenartiger Morphologie auf. 
Schnell proliferierende Wachstumszentren mit beginnendem Zelluntergang im Zentrum 
der Wachstumszone im Sinne kolonieformender Einheiten waren in 13 Zellreihen zu 
sehen (Abbildung 31). Das Auftreten der kolonieformenden Einheiten stand in keinem 
Zusammenhang mit der Zellisolationsmethode oder dem verwendeten 
Wachstumsmedium. Diese Zellreihen ließen sich bei der Passage schwer trypsinieren und 
mussten zumeist per Zellschaber vom Kulturflaschenboden gelöst werden.  
 
 
Abbildung 31: Darstellung eines schnell proliferierendes Wachstumszentrums in einer FB-Zellkultur unter dem 
Lichtmikroskop. Maßstabbalken 100 µm  
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VII.3 WST-Viabilitätsbestimmung 
Durch die WST-Viabilitätsbestimmung konnten die Proliferationsraten der Zellen mittels 
Substratumsatz pro Zeit bestimmt werden.  
Die absoluten Messwerte wurden hierbei mit der Kontrollgruppe verglichen (Abbildung 
32). Während sich bei der Messung der EC geringere absolute Dichtewerte im Vergleich 
zur Kontrolle zeigen, fallen bei den FB zu allen Zeitpunkten höhere optische Dichtewerte 
auf. 
 
Abbildung 32: Absolute Messwerte der optischen Dichte der WST-Viabilitätsbetimmung im Vergleich zur Kontrolle 
(vaskuläre EC bzw. FB). Angaben in Prozent nach 24, 48 und 72h. Messbalken mit Darstellung des Mittelwerts mit 
Standardabweichung. Signifikanz jeweils im Vergleich zu der Kontrolle. *: p≤ 0.1; p **: p ≤ 0.01; ***: p ≤ 0.001. 
Die optische Dichte ist jedoch von der Anzahl vitaler Zellen abhängig. Zwar wurde die 
gleiche Anzahl an Zellen initial ausgesät, jedoch unterscheidet sich die Anzahl der Zellen, 
die nach 24 h adhärierten. Deshalb wurden zur Berechnung der Proliferationsrate die 
Werte der optischen Dichte nach 24 h als Referenzpunkt gesetzt und die Werte nach 48 h 
und 72 h auf diesen ersten Wert bezogen. 
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Abbildung 33: Proliferationsraten der Zellen im Vergleich zur Kontrolle (vaskuläre EC bzw. FB) am Tag 1, welcher 
als Referenzpunkt gewählt wurde, sowie der Differenz von Tag 2-1 und Tag 3-2, Angaben in Prozent. Signifikanz 
jeweils im Vergleich zu der Kontrolle. **: p ≤ 0.01; ***: p ≤ 0.001. 
Die Zellen, die aus den Reservoiren der HLM isoliert wurden, wiesen zu jedem Zeitpunkt 
signifikant höhere Wachstumsraten auf als die der vaskulär gewonnenen Kontrollzellen. 
Die Wachstumsraten unterschieden sich abhängig vom Wachstumsmedium. ECDG wiesen 
nach 24 h und 48 h 130 % höhere Proliferationsraten auf als die Proliferationsraten der 
Kontrollzellen. FBDG und FBFP zeigten im Vergleich zur Kontrollgruppe nach 48 h 150 % 
höhere Proliferationsraten und nach 72 h 200 % höhere Raten. Eine höhere Viabilität 
korrelierte mit der Anwesenheit von kolonieformenden Einheiten in der Zellkultur. 
Es bestand keine Korrelation zwischen der Viabilität der Zellen mit 
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VII.4 Immunzytologie 
Charakteristische Expressionsmuster sind bei PECAM/CD31 und VE-Cadherin eine 
flächig zellwandständige bis in die Fortsätze betonte Anfärbung (Abbildung 34). Bei 
einer vWF-Färbung zeigt sich eine punktförmige perinukleäre Anfärbung. TE-7 färbt 
fleckig zentral im Zytoplasma an.  α-Aktin ist strangförmig die gesamte Zelle 
durchziehend, smooth muscle Myosin färbt perinukleär, Myosin heavy-chain ist 
strangförmig die Zelle durchziehend. [135]  
 
Abbildung 34: Charakteristische Expressionsmuster der verwendeten Marker in der Immunhistochemie, FB- Kultur: 
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War mindestens einer der EC-Marker vWF, VE-Cadherin oder PECAM/CD31 positiv, 
so wurde die Kultur als Endothelzellkultur eingestuft. Der häufigste Nachweis eines EC-
Markers gelang von PECAM/CD31.  
 
Abbildung 35: Beispielhafte EC-Kultur in der Immunhistochemie, α-Aktin (A), Smooth muscle myosin (B), Myosin 
heavy chain (C), TE-7 (D), PECAM/CD31 (E), VE-Cadherin (F) und vWF (G), Negativkontrolle (H). Positive Marker 
sind die braun angefärbten Zellen der CD31/PECAM-, VE-Cadherin-, vWF-Färbung. Maßstabbalken 100 µm. 
War TE-7 positiv, wurde die Zelllinie als Fibroblasten-Kultur gewertet. Beispielhafte 
Ergebnisse der Anfärbung in der Immunhistochemie einer FB-Kultur sind in der 
folgenden Abbildung zu sehen (Abbildung 36). 
 
Abbildung 36: Beispielhafte FB-Kultur in der Immunhistochemie, α-Aktin (A), Smooth muscle myosin (B), Myosin 
heavy chain (C), TE-7 (D), PECAM/CD31 (E), VE-Cadherin (F) und vWF (G), Negativkontrolle (H). Positive Marker 
sind die braun angefärbten Zellen der TE-7 Färbung. Maßstabbalken 100 µm. 
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Fanden sich von beiden Zelltypen positive Marker, wurde die Kultur als Kokultur 
bewertet. Das Auftreten von Kokulturen korrelierte nicht mit der Isolationsmethodik oder 
dem verwendeten Wachstumsmedium. 
 
Abbildung 37: Beispielhafte Kokultur in der Immunhistochemie, α-Aktin (A), Smooth muscle myosin (B), Myosin 
heavy chain (C), TE-7 (D), PECAM/CD31 (E), VE-Cadherin (F) und vWF (G), Negativkontrolle (H). Positive Marker 
sind die braun angefärbten Zellen der α-Aktin, TE-7, PECAM und vWF-Färbung. Maßstabbalken 100 µm. 
Aktin färbte sich in nur wenigen Zellkulturen in vereinzelten Zellen positiv. SMC und 
Myosin heavy chain färbten sich nie deutlich positiv. Bestimmte Zellen ließen sich durch 
keinen der verwendeten Marker anfärben.  
 
Abbildung 38: Ergebnisse der immunzytologischen Färbung. Darstellung der Zelllinien der 20 Reservoire der HLM 
sortiert nach Isolationsform und Wachstumsmedium. Die Färbung wurde als negativ bewertet, wenn keine 
Markerexpression sichtbar war (rot). Eine positive Anfärbung konnte eine schwache Markerexpression bzw. nur 
vereinzelt angefärbte Zellen bedeuten (hellgrün), eine starke Markerexpression (mittelgrün) oder eine sehr starke 
Markerexpression, mit Anfärbung aller Zellen (dunkelgrün). 
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Zusammenfassend fanden sich 23 reine Endothelzellkulturen, vier reine 
Fibroblastenkulturen sowie 14 Kokulturen. Unter den Kokulturen bestanden 10 Kulturen 
überwiegend aus EC, bei vier Zelllinien herrschten Fibroblasten vor (Abbildung 39).  
 
 
Abbildung 39: Verteilung der Zelltypen: 23 EC-Zelllinien, 4 FB-Zellinien, 10 Kokulturen mit primär EC, 4 
Kokulturen mit primär FB 
In 10 von 17 Zellreihen (aus 20 HLM) gelang eine Isolation von sowohl EC als auch FB. 
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VII.5 Immunfluoreszenz 
Anhand der Immunfluoreszenzfärbung mit den Stammzellmarkern CD45, CD73, CD90 
und CD105 konnten keine mesenchymalen Stammzellen nachgewiesen werden. Alle 
Färbungen dieser Marker waren negativ bei positiver DAPI-Färbung. Zum Vergleich 
diente eine Negativkontrolle. Auch bei längerer Inkubationszeit der primären Antikörper 
über Nacht konnte kein Nachweis erfolgen. 
 
Abbildung 40: Immunfluoreszenzfärbung mit den Stammzellmarkern CD73 (A), CD90 (B), CD105 (C), CD45 (D), 
Negativkontrolle (E); Die Kernfärbung erfolgte mit DAPI (blau). Kein Stammzellmarker färbte positiv an (grün), 
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VII.6 Kultivierung unter Fluss 
Bei allen 15 Endothelzellreihen, welche unter Fluss kultiviert wurden, fanden sich nach 
24 h Flusskultivierung adhärierte Zellen in den Kanalobjektträgern. Alle Zellreihen 
färbten sich positiv auf den EC-Marker VE-Cadherin sowie den Zytoskelett-Marker F-
Aktin und Zellkernmarker DAPI und konnten so in die Analyse miteingeschlossen 
werden.  
Die Immunfluoreszenzfärbung auf VE-Cadherin ließ Rückschlüsse auf die Entwicklung 
der Zell-Zell-Kontakte, Konfluenz der Zellen und Formation eines Monolayers nach 
Kultivierung unter Fluss zu. In Kombination mit der F-Aktin Färbung zeigte sich eine 
Ausrichtung in Flussrichtung.  
 
Abbildung 41: Visuelle Auswertung der Immunfluoreszenzbilder nach 24h Flussversuch, Pfeil in Flussrichtung. In der 
statischen Kontrolle wurde keine Konfluenz des Zellteppichs erreicht (A). Unter Fluss zeigt sich eine vollständige 
Konfluenz (D). Unter statischen Bedingungen zeigt sich kein Monolayer (B), unter Fluss bildet sich ein Monolayer (E). 
Das Aktin richtet sich in der statischen Bedingung nicht parallel an (C), unter Fluss sind die Aktinbündel parallel 
ausgerichtet (F). F-Aktin (grün), VE-Cadherin (rot), DAPI (blau), Maßstabbalken 100µm 
Die Zellkerne wurden in der Immunfluoreszenzfärbung mit DAPI gegengefärbt. Durch 
eine Zählung der Zellkerne konnte auf Proliferationsraten nach Flusskultivierung im 
Vergleich zu der statischen Kontrolle rückgeschlossen werden. 
Nach visueller Auswertung wiesen 11 von 15 EC-Zellreihen nach 24 h Fluss Konfluenz 
auf, wohingegen bei der statischen Kontrolle 8 Zellreihen konfluent waren.  
Bei 13 Zellreihen war nach 24 h Kultivierung unter Fluss ein Monolayer der Zellen zu 
beobachten, ebenso bei 4 Zellreihen der statischen Kontrolle, in den übrigen Zellinien 
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bildeten sich mehrschichtige Zellformationen. Die Ausrichtung des Aktins in paralleler 
Richtung ließ sich bei 11 Zellreihen nach Fluss sowie bei 6 Zellreihen der Kontrolle 
nachweisen.  
 
Abbildung 42: Immunfluoreszenzaufnahme nach 24h Flusskultivierung; Das Zytoskelett ist durch die Anfärbung von 
F-Aktin (A), in grün) dargestellt. Die Zell-Zell-Kontakte wurden durch VE-Cadherin gefärbt (B), in rot), die Zellkerne 
wurden mit der DAPI-Kernfärbung in blau gefärbt. 
Die Ausrichtung der gesamten Zellen in Flussrichtung war ausschließlich in 9 Zellreihen 
nach Kultivierung unter Fluss zu beobachten (Abbildung 43).  
 
 
Abbildung 42: Immunfluoreszenz A: statische Kontrolle, B: nach 24h Flussversuch: Ausrichtung der Zellen in 
Flussrichtung (Pfeil), Ausrichtung des Aktins parallel der Flussrichtung, vermehrte Expression von VE-Cadherin; F-
Aktin (grün), VE-Cadherin (rot), DAPI (blau) 
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Abbildung 43: Anteil aller Zelllinien, welche eine positive Veränderungen nach 24h Kultivierung unter Fluss oder nach 
Kultivierung unter statischen Bedingungen aufweisen. Zellausrichtung parallel zur Flussrichtung, Anordnung von 
Aktin in parallelen Strängen, Monolayerausbildung und Konfluenz des Zellteppichs. Flusskultivierung n=15, statische 
Kontrolle n=15. 
Nach Ausschluss der nicht konfluenten Zellreihen wurden in der 
Proliferationsbestimmung 12 Zellreihen nach Fluss mit ihrer statischen Kontrolle 
verglichen. In 7 Zellreihen fanden sich nach 24 h Fluss mehr Zellen als in der Kontrolle. 
Prozentual war die Proliferationsrate nach Flusskultivierung um 126,3±42 % signifikant 
erhöht. 
Die Auswertung der Quantifizierung der Zell-Zell-Kontakte nach Flusskultivierung im 
Vergleich zur statischen Kontrolle ergab eine signifikante Zunahme des mittleren 
Grauwerts um 133,4±42,4 %. Insgesamt war bei 12 der 15 Zellreihen der mittlere 
Grauwert nach Fluss höher als bei der statischen Kontrolle und wies demnach auf eine 
vermehrte Fluoreszenz des VE-Cadherin-Markers hin. 
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Abbildung 44: Darstellung der Veränderungen der Zellzahl und der Zellkontakte nach 24h Flussversuch im Vergleich 
zur statischen Kontrolle; Die Messung der Zellkerne pro Sichtfeld ist auf der linken X-Achse aufgetragen. Es zeigt sich 
ein signifikanter Unterschied zwischen der Kultivierung unter Fluss und der statischen Kontrolle. Die Bestimmung der 
Zell-Kontakte erfolgte anhand der Quantifizierung des mittleren Grauwertes der VE-Cadherin-Expression, auch hier 
findet sich ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen *: p ≤ 0.05. 
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 Diskussion 
Das TE von Herzklappen rückt, durch eine stete Zunahme der herzklappenassoziierten 
Erkrankungen und das Fehlen einer optimalen Prothese zum Herzklappenersatz, als 
Lösungsansatz zunehmend in den Vordergrund. Auf der Suche nach einer geeigneten 
Zellquelle für die Besiedelung von Scaffolds wurden in dieser Arbeitsgruppe erstmals 
erfolgreich Zellen postoperativ aus der HLM gewonnen [100].  
Isolationserfolg 
Ziel der Arbeit war die Etablierung einer zuverlässigen Zellquelle, welche eine schnelle 
Zellvermehrung gewährleistet, um zu eine möglichst kostengünstige TE Herzklappe zu 
ermöglichen. Die gewonnen Zellen sollten mindestens gleichwertig, optimalerweise 
jedoch den bisher im TE verwendeten Zellen überlegen sein. 
Wir konnten aus 17 der 20 Reservoire der HLM erfolgreich postoperativ Zellen 
gewinnen. Diese Methodik der Zellisolation ist somit als zuverlässig zu werten. Die 
Gewinnung der Zellen durch DG zeigte sich gegenüber der Zellgewinnung direkt aus den 
Filterpapieren als überlegen. Zwar waren die Isolationserfolge vergleichbar, die 
Methodik der DG wies jedoch eine schnellere Zellvermehrung auf, welche sowohl in der 
Zellkultur wie auch in der WST-Viabilitätsmessung beobachtet werden konnte. Die 
zeitnahe Herzklappenimplantation ist für die Gesundheit des Patienten zum Teil 
lebensnotwendig. Lange Kultivierungszeiten im Labor sind mit einer Zunahme an 
logistischem und finanziellem Aufwand verbunden. Aus diesen Gründen ist die 
schnellere Methodik der DG zur Zellisolation für den Einsatz in der klinischen Routine 
besser geeignet [139]. Für eine TEHV werden je nach Ansatz etwa 1,5 Mio. Zellen pro 
cm2 benötigt, dies entspricht bei einer Herzklappenoberfläche von 60 cm2 einer zu 
erreichenden Zellzahl von etwa 90 Mio. Zellen. Hierfür ist eine maximale Zellausbeute 
erforderlich [140]. Zur schnelleren Erreichung dieser Zellzahl ist eine effiziente 
Isolierung und anschließende Kultivierung sowie ein maximales Angebot der gesuchten 
Zellen im Wirt anzustreben. Patienten, die einen Klappenersatz benötigen, weisen häufig 
multiple Merkmale auf, welche die Zahl der zirkulierenden EC im peripheren Blut 
erhöhen können. So kann bei jenen Patienten eine erhöhte Zellausbeute erwartet werden.  
Zum einen sind aufgrund der Grunderkrankung von Patienten, welche einen 
Herzklappenersatz benötigen höhere CEC Werte im Blut zu beobachten. So sind 
beispielsweise bei Patienten mit Aortenklappenstenosen höhere EPC Werte als in 
Kontrollgruppen im Blut zu finden [141]. Zum anderen finden sich zusätzlich durch 
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Komorbiditäten höhere CEC Werte als in Kontrollgruppen. Herzklappenerkrankungen 
sind eine Erkrankung des fortgeschrittenen Alters [22]. Im Alter häufige Komorbiditäten 
sind Atherosklerose, Diabetes mellitus Typ II, arterielle Hypertonie, Nikotin-Abusus und 
Hyperlipoproteinämie. All diese Erkrankungen führen zu einer hohen EPC Zahl im Blut 
[103].  
Um eine maximale Ausbeute an EPC zu erreichen, wurde in Studien die erfolgreiche 
Induktion einer Mobilisierung von EPC mit G-CSF beschrieben [142, 143]. Juthier et al 
beschrieben jedoch, dass dezellularisierte Aortenklappen vom Schwein, welche in 
Lämmer implantiert wurden, schneller degenerierten, wenn die Lämmer zuvor mit G-CSF 
behandelt wurden, um eine Zellmobilisierung und somit die Zellbesiedelung in vivo 
anzustoßen. Nach G-CSF Behandlung wurde in den implantierten Herzklappenprothesen 
eine erhöhten Entzündungsreaktion mit Infiltration von Entzündungszellen und 
konsekutiver Kalzifikation, sowie Schrumpfen und Verdickung der Klappen 
beobachtet. [64] Zudem kann ein medikamentöses Eingreifen mit zahlreichen 
unerwünschten Nebenwirkungen verbunden sein.  
Die Einnahme bestimmter Medikamente zur Optimierung des Isolationserfolges für 
kardiovaskuläres TE könnte diskutiert werden, wenn eine weitere therapeutische 
Indikation besteht. So kommt es durch Antihypertensiva, antianginöse Therapeutika, 
Lipidsenker, Thrombozytenaggregationshemmer und viele weitere Medikamente zu 
einer vermehrten Mobilisierung von EPC, einer erhöhten Ausschüttung ins periphere 
Blut, verbesserte Proliferation, Differenzierung, Migration und Homing. [144]  
Ein Maximum an EPC und CEC wird zudem etwa 6 h nach Operation mit HLM oder 
auch nach anderen Traumata erreicht, so dass eine Blutentnahme mit Zellisolierung zu 
diesem Zeitpunkt zusätzlich zu der postoperativen Zellisolierung aus den Reservoiren der 
HLM denkbar wäre [118].  
Dass EPC sich für das TE von Herzklappen besonders gut eignen, konnte in Studien 
bewiesen werden. So ist beispielsweise die Immunreaktion des Körpers auf EPC geringer 
als auf vaskuläre EC [145]. 
Zellkultur 
3-5 Tage nach Isolation wurden in den Zellkulturflaschen erstmals auswachsende Zellen 
beobachtet, diese wurden durchschnittlich einen Monat nach Isolation erstmals 
passagiert. Zwei Zelltypen konnten primär beobachtet werden: Spindelförmige 
langgestreckte Zellen sowie pflastersteinartige Zellteppiche. Diese Zellmorphologien 
entsprachen den EC und FB, die wir in unserem Labor aus der Vena saphena magna 
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isolieren. Zellen, die wenige Tage nach Isolation aus der mononukleären Zellfraktion des 
peripheren Blutes wachsen, sind abgelöste Zellen des Endothels, die reifen CEC. Schnell 
proliferierendes Zellwachstum nach etwa einem Monat ist auf Zellen aus dem 
Knochenmark, die EPC, zurückzuführen. [146] Die in mindestens 13 Zelllinien 
beschriebenen schnell proliferierenden Wachstumszonen sind als kolonieformende 
Einheiten als typisches Merkmal der EPC vorbeschrieben [147]. 
Die Existenz der EPC spiegelt sich auch in den höheren Proliferationsraten der isolierten 
Zellen wider [122]. Die Zellen, die aus den HLM isoliert wurden, sind in der WST-
Viabilitätsmessung zu allen Zeitpunkten signifikant höher proliferativ als die der 
Kontrollgruppe. In FB-GM kultivierte Zellen sind unabhängig von der Isolationsmethode 
höher proliferativ als in EC-GM kultivierte Zellen [148]. 
Immunzytologie 
Für das TE von Herzklappen werden FB und EC benötigt. Das Ziel der Arbeit war die 
erfolgreiche Isolation beider Zelltypen aus einer HLM. Für eine zuverlässige Evaluation 
und Weiterverwendung der Zellen sollte die Reinheit der Kulturen möglichst hoch sein. 
Durch die Immunhistochemie konnte eine Differenzierung der Zellen in EC und FB 
erfolgen. Insgesamt wurden 23 Zelllinien reine EC-Kulturen, 4 reine FB-Kulturen und 
14 Kokulturen beobachtet. Der Endothelzellmarker CD31 wurde in der 
immunhistochemischen Färbung von EC häufiger oder stärker positiv angefärbt als die 
EC-Marker vWF oder VE-Cadherin. Dies ist für EC der kolonieformenden Einheiten 
vorbeschrieben [122]. Wie bereits in der Zellkultur lichtmikroskopisch beobachtet, 
konnten in der Immunhistochemie Kokulturen bestätigt werden. Unabhängig von der 
Isolationsmethodik und dem Wachstumsmedium färbten sich in mindestens 14 Zelllinien 
einzelne Zellen mit EC-, andere mit FB-Markern. Gewisse Zellmorphologien ließen sich 
hingegen mit keinem der verwendeten Marker färben, ihre Zellherkunft bleibt unklar. 
Kokulturen bei Zellisolation aus der mononukleären Zellfraktion aus dem peripheren Blut 
sind vorbeschrieben [149]. Ursache hierfür ist, dass bei der Isolation durch DG die Zellen 
nach Gewicht aufgetrennt werden. Da aber das Gewicht der Zellen und somit der 
Sedimentationskoeffizient in einem sehr engen Bereich liegen, werden nicht benötigte 
Zellen nicht suffizient aussortiert. Um spezifischere Zellkulturen zu erhalten sind 
Änderungen an der Isolationsmethode sowie eine veränderte Kultivierung denkbar. 
Woywodt et. al. beschrieben alternative Methoden zur Erreichung einer höheren Reinheit 
der Zellkultur, bei denen EPC über ein magnetisches Zellselektionssystem gewonnen 
wurden. Dabei werden die EPC oder andere Zellen mit paramagnetischen spezifischen 
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Antikörpern gekoppelt an magnetische Partikel gebunden und so aus der Zellfraktion 
gefiltert. So können sie als reine Zellkultur weiterverarbeitet werden [150]. Diese 
Methodik ist jedoch besonders bei großen Zellzahlen deutlich teurer als die DG und daher 
für die klinische Anwendung weniger geeignet. Es bliebe auch fraglich, ob diese Zellen 
für eine TEHV zugelassen werden würden. Um die in der mononukleären Zellfraktion 
enthaltenen Zellen aufzutrennen, ist eine spezifischere Kultivierung der gesuchten Zellen 
notwendig, unter der die nicht gesuchten Zellen durch Apoptose zugrunde gehen. So 
besteht beispielsweise das für die Zellkultur häufig verwendete FCS als Nährmedium aus 
einer schlecht zu kontrollierenden und je nach Charge variierenden Zusammensetzung 
aus unspezifischen Wachstumsfaktoren [151]. Auch wäre FCS, da es von Kälbern 
gewonnen wird, für die Zulassung zum klinischen Einsatz im TE als kritisch zu 
betrachten. Eine individuelle Anpassung und zellspezifische Zusammensetzung des 
Wachstumsmediums könnten eine bessere Induktion, Zelldifferenzierung und dadurch 
Purifikation und Förderung eines spezifischen Phänotyps sowie eine effiziente 
Proliferation von ECs fördern [152]. 
Kontraktile Proteine wie α-Aktin und SMC wurden in der Immunhistochemie vereinzelt 
in den gewonnenen Zellen nachgewiesen. Die Präsenz der kontraktilen Proteine weist auf 
das Vorhandensein von Myofibroblasten hin. Diese stellen aktivierte Fibroblasten dar, 
welche die ECM produzieren und für das Remodeling der Klappe verantwortlich sind 
[153]. Ihr Anteil an allen Fibroblasten variiert in vivo [54]. Physiologisch ist der Anteil 
an aktiven Myofibroblasten in fetalen Herzklappen am höchsten und nimmt im Alter ab 
[52]. Ein ausgewogener Anteil ist essenziell für die lange Klappenhaltbarkeit. Bei 
implantierten TEHV mit einem hohen Anteil an Myofibroblasten konnte eine 
überschießende ECM-Produktion mit konsekutiver Fibrose, Verdickung und Versteifung 
der Klappen beobachtet werden [154]. In vitro kann der Anteil der Myofibroblasten an 
allen Fibroblasten gezielt gesteuert werden. Wird beispielsweise eine physiologische 
Gewebeelastizität der Herzklappen (~7 kPa) in vitro nachgeahmt, kommt es zu einem 
geringeren Myofibroblastenanteil als auf hartem, weniger elastischem Zellkulturboden 
(~32 kPa) [53]. 
Es ergab sich keine Anfärbung des herzmuskelspezifischen Antikörpers myosin heavy 
chain in der immunhistologischen Färbung. Eine Typisierung aller Zellen im Anschluss 
an die Isolation sollte in folgenden Studien untersucht werden und könnte die 
Versuchsplanung optimieren. 
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In 7 von 17 Zellreihen gelang der Nachweis von EC ohne die Isolierung von FB. Da für 
das TE von Herzklappen beide Zelltypen benötigt werden, ist für die praktische 
Anwendung eine vermehrte FB-Gewinnung nötig. Alternative Methoden autologe FB zu 
isolieren wurden beschrieben. Beispielsweise gelingt eine wenig invasive Isolation von 
Fibroblasten von der Haut. Auch deren Eignung im TE von Herzklappen konnte bereits 
demonstriert werden. [74, 155]  
In einer Studie, welche die Isolation von EPC aus Blut einer ECMO bei Kindern 
beschreibt, wurden per Zufall MSC isoliert [119]. Da in der Immunhistologie in mehreren 
Zelllinien ungefärbte Zellen aufgefallen waren, erfolgte eine Immunfluoreszenzfärbung 
auf MSC-Marker. Hierdurch konnte kein Nachweis von MSC erbracht werden. Da die 
Isolation auch aus dem peripheren Blut vorbeschrieben ist und die Eignung der MSC für 
das TE bereits untersucht wurde, wäre als weiterführendes Forschungsthema die gezielte 
Isolation dieser Zellen postoperativ aus der HLM zu untersuchen. So können MSC auch 
zu EC ausdifferenzieren. Stammzellen bieten ein hohes Proliferationspotential und 
pluripotente Stammzellen bieten ein unbeschränktes Differenzierungspotential. Durch 
die hohe Proliferationsrate besteht jedoch die Gefahr des exzessiven Wachstums bis hin 
zur Entartung und Tumorformation. Zudem ergeben sich durch das pluripotente 
Differenzierungspotential der Stammzellen neue ethische Hürden [156-159].  
Flusskultivierung 
Insbesondere sollte in der vorliegenden Arbeit die Eignung der gewonnen Zellen für das 
TE von Herzklappen und deren Einsatz zur Implantation in den Patienten evaluiert 
werden. Hier spielt die Scherspannung, welcher die Zellen in vivo ausgesetzt sind eine 
entscheidende Rolle.  
Nach Kultivierung der EC über 24 h unter Fluss hielten alle Zelllinien der Scherspannung 
stand. Die Proliferationsrate nahm im Gegensatz zu der statischen Kontrolle signifikant 
bis zur Ausbildung eines Monolayers zu. Eine signifikant erhöhte Expression der 
interzellulären Verbindungen, welche durch VE-Cadherin visualisiert wurden, konnte 
beobachtet werden [160, 161]. Scherspannung bewirkt durch veränderte Genexpression 
der Zelle eine Veränderung des Phänotyps. Eigenschaften, welche in vivo notwendig 
sind, werden so vermehrt exprimiert. Bei EPC induziert Scherspannung die Integration in 
den Zellverband und die Differenzierung zu reifen EC und fördert einen antithrombotisch, 
antisklerotischen Phänotyp [161]. Um die optimale Zelle für das TE von Herzklappen zu 
finden, wäre deshalb eine dauerhafte Kultivierung unter Scherspannung 
erfolgsversprechend.  
VIII Diskussion 77 
In 60% der Zellreihen zeigten die Zellen nach 24 h Kultivierung unter Fluss eine 
Ausrichtung der Längsachse und des Zytoskeletts parallel zur Flussrichtung. 40% der 
Zellreihen zeigten jedoch keine Ausrichtung parallel zur Flussrichtung. Unter der 
Annahme, dass die gewonnen EC-Kulturen aus dem HLM Reservoir aus reifen CEC wie 
auch EPC bestanden, existieren in den untersuchten Zellkulturen unterschiedliche 
Phänotypen an EC. Diese genetischen Unterschiede regulieren auch das Verhalten der 
unterschiedlichen EC unter Scherspannung. In verschiedenen Studien konnte gezeigt 
werden, dass vaskuläre EC (reife CEC) sich unter Fluss parallel zur Flussrichtung 
ausrichten. Hingegen liegen EPC, gleich wie EC, welche von Stammzellen gewonnen 
werden, senkrecht zum Fluss [162, 163]. Ebenso konnte gezeigt werden, dass auch 
valvuläre EC sich unter Scherspannung nicht parallel, sondern senkrecht zum Fluss 
ausrichten [51, 164]. Diese Unterschiede in den Eigenschaften der EC sollten im TE von 
Herzklappen beachtet und aktiv genutzt werden. EC, welche aus Stammzellen gewonnen 
werden, ähneln in ihrem Phänotyp am meisten valvulären EC und sind deshalb für das 
TE von Herzklappen sehr gut geeignet [162]. Blancas et al. statuieren, dass auch EPC 
dem Phänotyp der valvulären EC sehr ähnlich seien [163].  
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 Resümee und Ausblick 
In der Zusammenschau der Ergebnisse kann festgestellt werden, dass die Isolierung von 
Zellen postoperativ aus der HLM erfolgreich gelang und für den klinischen Gebrauch 
zuverlässig möglich ist. Die Methodik der Isolation war mit 3-5 h vergleichsweise schnell 
und kostengünstig. Wenn auch die Herstellung einer TEHV teurer ist als die der 
mechanischen Herz- oder Bioklappen, müssen die wegfallenden Folgekosten dieser 
Klappen für lebenslange Antikoagulation und Reoperationen in die Kalkulationen der 
Gesamtbilanz einbezogen werden. Unter der Bedingung, dass eine Operation an der HLM 
zwingend notwendig ist und die Implantation der TEHV hierzu zeitversetzt erfolgen 
kann, eignet sich die HLM als Zellquelle für das TE von Herzklappen hervorragend. Sie 
bietet unkomplizierten Zugang zu großen Mengen an Blut und Gewebepartikeln im Filter. 
Die ethischen Hürden, diese weiterzuverarbeiten, sind gering, da die Reservoire der HLM 
mit den Zell- und Blutrückständen postoperativ entsorgt werden. Zudem entfallen die 
Risiken einer invasiven Isolationsmethode wie beispielsweise der Isolation von FB aus 
der Haut. Da der Einsatz von TEHV mit Wachstums- und Remodelingpotenzial 
besonders für Kinder zur Vermeidung von risikobehafteten Re-Operationen gedacht ist, 
stellt sich die Frage nach einer nicht zusätzlich invasiven und komplikationsfreien 
Zellquelle. Versuche, pränatal Zellen aus der Amnionflüssigkeit zu isolieren, sind mit 
Schwangerschaftsrisiken behaftet [73]. Alternative Zellquellen sind Nabelschnurgewebe 
oder Blut [72, 165]. Besonders für komplexe Herzfehler, die mehrzeitige Operationen 
erfordern, wie die Fontan-Operation, ist die Isolation aus der HLM zu empfehlen [166]. 
Der Isolationserfolg von Zellen postoperativ aus der HLM muss bei Kindern in Studien 
jedoch noch separat geprüft werden. 
Die gewonnenen Zellen ließen sich aufgrund der hohen Proliferationsfähigkeit schnell 
potenzieren. Nicht zuletzt waren die gewonnenen EC den Merkmalen der valvulären EC 
ähnlich und scheinen deswegen für einen Einsatz im TE von Herzklappen sehr gut 
geeignet. 
In zukünftigen Versuchen muss die Eignung der Zellen überprüft werden, wenn diese auf 
Scaffolds ausgesät und im Bioreaktor konditioniert werden. 
Für die Anwendung in der Praxis wird sich zudem die Frage nach einer langfristigen 
Lagerungstechnik der fertigen TEHV oder der Zellen stellen. So dass nach jeglichem 
Eingriff an der HLM, vergleichbar mit der Nabelschnurbluteinlagerung postpartal, 
postoperativ prophylaktisch Zellen isoliert und bei Bedarf aus den gewonnenen Zellen 
Herzklappen hergestellt werden könnten. 
X Zusammenfassung 79 
 Zusammenfassung 
Um den Nachteilen der herkömmlichen biologischen und mechanischen 
Klappenprothesen zu begegnen, TEHV, welche ein Wachstums-, Anpassungs- und 
Reparationspotenzial besitzen. Trotz laufender Fortschritte im TE von Herzklappen 
konnte noch keine optimale Zellquelle gefunden werden. Zusammenfassend ließ sich in 
dieser Arbeit eine Methodik etablieren, welche es erlaubt zuverlässig aus HLM 
postoperativ Zellen zu gewinnen. Eine erfolgreiche Isolierung von Zellen war in 17 von 
20 Versuchen möglich. Aus den drei Isolationsmethoden je 20 HLM entstanden 41 
Zelllinien, welche auf ihre Eignung im TE getestet werden konnten.  
Als überlegene Isolationsmethodik stellte sich die DG von Blut und den hierin 
ausgewaschenen Filtern der HLM dar. Die isolierten EC und FB zeigten eine höhere 
Proliferationsrate als die Kontrollgruppe der vaskulären Zellen, welche aktuell häufig im 
TE von Herzklappen verwendet werden. In der Untersuchung der Zelllinien zeigte sich 
mittels Immunhistochemie eine höhere Rate an EC-Zelllinien mit 23 EC-Zelllinien, 
4 FB-Zelllinien, 10 Kokulturen mit primär EC und 4 Kokulturen mit primär FB. 
Die Kultivierung unter Fluss bewies, dass die gewonnenen EC sich erfolgreich an ihr 
Umfeld anpassen. Die Zellen und das Aktin richteten sich häufiger parallel zum Fluss 
aus. Es kam zu einer erhöhten Zellproliferation und Zunahme der Zell-Zell-Kontakte im 
Vergleich zur statischen Kontrolle. Diese Eigenschaften sind essenziell für eine lange 
Haltbarkeit und Widerstandsfähigkeit der Klappen in vivo. 
In weiteren Versuchen ist die Reinheit der Zellkulturen zu optimieren und ein 
ausgewogenes Verhältnis von gewonnen EC zu FB zu schaffen. Zudem sollte die 
Gewinnung von mesenchymalen Stammzellen postoperativ aus der HLM untersucht 
werden, da diese Zellen ein großes Potential für das TE aufweisen könnten.  
Die Methodik erwies sich als schnelle, zuverlässige und preisgünstige Methode mit 
geringen ethischen Hürden, da die Reservoire der HLM postoperativ als Abfallprodukt 
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  Appendix 
XII.1 Material, Lösungen und Geräte 
Name Hersteller Firmensitz Lot-Nummer 
 
Material 
   
µ-Slides I-Luer 0.6 Luer 
Collagen IV    
Ibidi GmbH Martinsried, GER  80182 
10ml Stripette Corning Incorporated Corning, NY, USA 4251 
2-200µl Biosphere Quality Tips 
  
70.760.202 
25ml Stripette Corning Incorporated Corning, NY, USA 4101 
8-well auf Glas ablösbar Sarstedt AG & Co. Nürmbrecht, GER 
 
Abdeckung, steril  Secudrape 
 
508825 
Bacillol AF Bode Chemie Hamburg, GER 973380 
CryoPure Gefäß 1,8ml Sarstedt AG & Co. Nürmbrecht, GER 72.379.004 
Deckgläser 50x24mm Roth Karlsruhe, GER 1871 
Eimer Nalgene 
  
Falcon Röhrchen Sarstedt AG Nürmbrecht, GER 
 
Fermacidal D2, 





Handschuhe vasco basic  braun Melsungen, GER  
Kardiotomiereservoire, Inspire 
6 Dual 
Sorin Group Mirandola, ITA 50719 
Neubauer Zählkammer, 
Improved C-Chip 




Perfusionsset    Ibidi GmbH Martinsried, GER 10964 
Petrischalen Sarstedt AG Nürmbrecht, GER 
 
Pipetten Sarstedt AG Nürmbrecht, GER 
 
Pipettenspitzen Biosphere filter 
tips: 10µl steril, 100µl steril 
Sarstedt AG & Co. Nürmbrecht, GER 701.116.210, 
701.186.210 
Sterile Handschuhe: Gentle skin 
premium OP 
Rösner-Mautby Meditrade gmbh Kiefersfelden, GER 
 
Sterillium Bode Chemie Hamburg, GER 975512 
T25 Falcon Becton Dickinson Le pont de claix, 
FRA 
353808 
T75, T175 Sarstedt AG & Co. Nürmbrecht, GER 
 
Transferpipette 3,5ml Sarstedt AG & Co. Nürmbrecht, GER 8.611.171 
Zellkultur Testplatte 96 
Vertiefungen 
TRP CH 92096 
Zellkulturplatte 24 
Vertiefungen 




Biocoll separating solution Biochrom Gmbh Berlin, GER 
 
EC Growth Medium supplement 
Pack 
Promocell GmbH Heidelberg, GER C-39210 
FB Growth Medium supplement 
Pack 
Promocell GmbH Heidelberg, GER C-23110 
Growth Medium EC Promocell GmbH Heidelberg, GER C-22010 
Growth Medium FB Promocell GmbH Heidelberg, GER C-23010 
M199 Earle's Biochrom Gmbh Berlin, GER F-0665 
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PBS steril Biochrom Gmbh Berlin, GER L-182-50 
Penicillin- Streptomycin 
Solution Stabilized 




   
Trypanblau - Lösung 0,4% Sigma Aldrich Chemie GmbH Taufkirchen, GER T8154 
WST-1 Roche Diagnostics GmbH Mannheim, GER 11644807001 
 
Zellkultur 
   
Dimethyl sulfoxide Sigma-Aldrich Chemie GmbH Steinheim, GER D5879 
Trypsin-EDTA Lösung 10x Sigma-Aldrich Chemie GmbH Taufkirchen, GER T-4174 
    
Immunfluoreszenz 
   
Anti-Mouse IgG, CF555 Sigma-Aldrich Chemie GmbH Darmstadt, GER SAB4600066 
Anti-rabbit IgG, CF488A Sigma-Aldrich Chemie GmbH Darmstadt, GER SAB4600234 
BRIJ-35 (PBS1l+ BRIJ 1,25ml) 
0,1% 
Merck KgaA Darmstadt, GER 
 
BSA Sigma-Aldrich Chemie GmbH Taufkirchen, GER A7906-100G 
cd 73, 90, 105, 45 
   
DAPI Sigma-Aldrich Chemie GmbH 
 
D9564 
Ibidi Mounting Medium Ibidi GmbH Martinsried, GER 5001 
PBS Dulbecco w/o Ca2+ Biochrom AG Berlin, GER L 182-50 
PFA 
   
Triton-X Carl Roth GmbH Karlsruhe, GER 3051 
Tween 20  Sigma-Aldrich Chemie GmbH Taufkirchen, GER P1379-1L 
 
Immunhistochemie 
   
ACE Substrate Kit Vector Alexis  Deutschland SK4200 
Alpha-Aktin Antikörper DakoCytomation Hamburg, GER 
 
Ampuwa Aqua ad iniectabilia Fresenius Kbi Bad Homburg, GER 1080181 
Antibody Diluent DakoCytomation Hamburg, GER S0809 
Anti-Fibroblast, clone TE-7, 
0,1mg/ml 
Chemicon-Millipore GmbH Schwalbach/Ts., GER CBL 271 
Anti-VWF Sigma-Aldrich Darmstadt, GER HPA001815 
Aqua dest Klinikum Großhadern München, GER 
 
Cytoscan Biotinylated Link Cell Marque, Sigma Aldrich Darmstadt, GER 951D-32 
Cytoscan HRP Label Cell Marque, sigma aldrich Darmstadt, GER 951D-31 
Envision +Dual Link System HRP DakoCytomation Hamburg, GER K4061 
Ethanol 96%, vergällt Apotheke Klinikum Großhadern 
  
Mayers Hämalaunlösung Merck KGaA Darmstadt, GER 1.092.490.500 
Myosin heavy chain 
   
PECAM, CD31 Antikörper, 
1:30 
DakoCytomation Hamburg, GER M0823 
SMC-Myosin Antikörper, 954 
mg/l 
DakoCytomation Hamburg, GER M-3558 
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Ultramount, Aqueos Permanent 
Mounting Medium 
DakoCytomation Hamburg, GER S1964 
VE-Cadherin Clone TEA 1/31, 
0,2mg/ml 
Beckman Coulter GmbH Krefeld, GER PN IM 1597 
Wasserstoffperoxid, 30% Merck KGaA Darmstadt, GER 21676-3 
 
Flussversuch 
   
Sir-Actin Spirochrome CH  
Verapamil Spirochrome CH  
    
Geräte    
Ascent Software  Thermo electron corporation Shanghai, China 
 
Axio Observer Zeiss MicroImaging GmbH Jena, GER 
AxioVs40 4.8.2.0 
  
Fluidic Unit Ibidi GmbH Martinsried, GER 10903 
Fluoreszenzlampe hxp 120 
 
Gefrierschtrank HERA freeze, Thermo Scientific 
 
Ibidi Pumpe Ibidi GmbH Martinsried, GER P00000006 
Inkubationsschrank Binder GmbH 
  
Kompaktschüttler KS 15 + 
Inkubationshaube TH 15 
Edmund Bühler GmbH Hechingen, GER 6171000, 
6161000 
Kühlschrank  Liebherr, Glass line 
  
Laminar Airflow "Hera Safe" Kendro Lab Products Hanau, GER 
 
Mikroskop Zeiss Axiovert 35 Jena, GER 
 
Photometer, Multiscan Ex Thermo electron corporation Shanghai, China 51118170 
Pipetboy Eppendorf AG Hamburg, GER 
 
PumpControl v1.5.0 Ibidi GmbH Martinsried, GER 
 
Wasserbad "Julabo SW23" Kendro Lab Products Hanau, GER 
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TUM: 03665051 
 Studiengang: Humanmedizin  
 
Hiermit versichere ich, Hannah Sophie Schwender, an Eides statt, dass ich die 
vorliegende Doktorarbeit mit dem Titel: „Evaluation einer neuartigen Zellquelle im 
kardiovaskulären Tissue Engineering – Die Herz-Lungen-Maschine“ selbständig und 
ohne fremde Hilfe verfasst und keine anderen als die angegebenen Hilfsmittel benutzt 
habe. Die Stellen der Arbeit, die dem Wortlaut oder dem Sinne nach anderen Werken 
entnommen wurden, sind in jedem Fall unter Angabe der Quelle kenntlich gemacht. Die 
Arbeit ist noch nicht veröffentlicht oder in anderer Form als Prüfungsleistung vorgelegt 
worden. 
Ich habe die Bedeutung der eidesstattlichen Versicherung und prüfungsrechtlichen 
Folgen (§ 26 Abs. 2 Bachelor-SPO bzw. § 19 Abs. 2 Master-SPO der Hochschule der 
Medien Stuttgart) sowie die strafrechtlichen Folgen (siehe unten) einer unrichtigen oder 
unvollständigen eidesstattlichen Versicherung zur Kenntnis genommen. 
Auszug aus dem Strafgesetzbuch (StGB) 
§ 156 StGB  Falsche Versicherung an Eides Statt 
Wer von einer zur Abnahme einer Versicherung an Eides Statt zuständigen Behörde eine 
solche Versicherung falsch abgibt oder unter Berufung auf eine solche Versicherung 
falsch aussagt, wird mit Freiheitsstrafe bis zu drei Jahren oder mit Geldstrafe bestraft. 
 
St. Gallen, 04.05.2020  Hannah Schwender  
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